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1. ZUSAMMENFASSUNG  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum einen 9-AMA als chirales Derivatisierungsreagenz für die 

direkte Konfigurationsbestimmung von enzymatischen Assays mit KR-Domänen untersucht. 

Weiterhin wurde an der Verbesserung der synthetischen Nutzbarkeit der Zyklase AmbDH3 

durch Integration in ADH-AmbDH3-Kaskaden gearbeitet, um einen einfachen Zugang zu chira-

len O-Heterozyklen zu ermöglichen.  

9-AMA wurde synthetisiert und dessen Anwendbarkeit als CDA zuerst am Beispiel einfacher, 

enantiomerenreiner Alkohole validiert. Im Anschluss wurden die Produkte enzymatischer 

Reduktionen von 3-Ketothioestern 1 durch KR-Domänen mittels dieser Methode bezüglich 

ihrer Konfiguration erfolgreich analysiert. Dabei zeigte sich, dass eine befürchtete Instabilität 

der acylierten 3-Hydroxythioester nicht gegeben ist und dass deren Konfiguration auch bereits 

aus den Rohprodukten der enzymatischen Reaktionen bestimmt werden kann (Schema 1). 

Hiermit konnte eine verlässliche Methode für die Konfigurationsanalyse von biomimetischen 

Hydroxythioestern 2 identifiziert werden, die auch im zweiten Teil der Arbeit erfolgreich zum 

Einsatz kam. 

 

Schema 1: Enzymaktivitätstests mit Ketoreduktasen zu verschiedenen 3-Hydroxythioestern 2 (durchge-
führt von SCHRÖDER und WUNDERLICH) und Derivatisierungsreaktionen mit 9-AMA zur Bestim-
mung der Konfiguration an Position C3.1,2 

Das synthetische Potenzial von AmbDH3 wurde in früheren Arbeiten der Arbeitsgruppe iden-

tifiziert. In dieser Arbeit wurden Schritte unternommen, dieses besser auszuarbeiten durch 

Entwicklung einer enzymatischen Kaskadenreaktion aus ADHs und AmbDH3. Durch das 

entwickelte Verfahren lassen sich ausgehend von leicht zugänglichen SNAC-Ketoenthioaten 4 

durch Eintopfreaktion chirale THP-Ringe 6 mit bis zu vier Stereozentren herstellen (Schema 2). 

Ein chemisch-synthetisches Äquivalent dieser Kaskadenreaktion ist bisher nicht bekannt. 

7-Keto-SNAC- und Ethylthioester mit unterschiedlichen Resten an den Positionen C2, C6 und 

C7 wurden erfolgreich in einfachen Routen synthetisiert, um als prochirale Ausgangsver-

bindungen in der Eintopfreaktion eingesetzt zu werden. In dieser katalysiert AmbDH3 die 

Zyklisierung des (R)-konfigurierten Alkohols 5 zum THP-Ring 6. Für die selektive Reduktion des 

7-Ketothioesters 4 zum 7-Hydroxythioester 5 wurden THCs und ADHs getestet. Während die 

ausgewählten THCs zu keinen guten Umsätzen zum Alkohol führten, erbrachten die ADHs 

bereits in den ersten Tests vielversprechende Ergebnisse, sodass die ADHs mit den besten Er- 
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gebnissen in Hinblick auf Umsatz und ee-Wert nach Optimierung der Reaktionsbedingungen 

in der Eintopfreaktion mit AmbDH3 eingesetzt wurden. 

 

Schema 2: Kaskadenreaktion aus ADH und AmbDH3 ausgehend von 7-Ketothioestern 4 hin zu chiralen 
O-Heterozyklen 6. 

Ein Upscaling dieser Kaskadenreaktion auf 10 und 100 mg (nur für 7-Keto-SNAC-Thioester 7) 

wurde mit gereinigtem Enzym und einer Ganz-Zell Biotransformation durchgeführt. Die 

besten ADHs und Ergebnisse dieser 10 mg-Reaktionen sind in Abbildung 1 zusammengefasst. 

 

Abbildung 1: Zusammenfassung der besten Umsätze und Ausbeuten der Kaskadenreaktionen der jeweiligen 
Substrate 7-18 im 10 mg-Maßstab. 

Der h , ß-ungesättigte 7-SNAC-Thioester 7 gilt in dieser Arbeit als Standardsubstrat und wurde 

am intensivsten untersucht. Ein Umsatz durch die ADH-AmbDH3-Kaskade zum THP-Ring 8 mit 

93% konnte so erzielt werden. Strukturell ähnliche Thioester wie 9 oder das um ein C-Atom 

kürzere Substrat 11 führten auch zu sehr guten Umsätzen (97 und 76%). Aldehyd 13 konnte 

mit lediglich 11% in den THP-Ring 14 überführt werden. Die fehlende Ethylgruppe an C7 spielt 

demnach eine wichtige Rolle im aktiven Zentrum zur Verankerung des Substrats, sodass ein 

Fehlen der Gruppe zu schlechten Umsätzen führt. Aldehyd 15 hingegen wurde mit einem Um- 
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satz von 70% zum THP-Ring 16 umgesetzt. Die fehlende Methylgruppe an der C2-Position im 

Vergleich zu Substrat 13 führte zu einem reaktiveren MICHAEL-Akzeptor und damit zu einem 

besseren Umsatz. Der 7-Keto-SNAC-Thioester 17 mit einer Methylgruppe an der C6-Position 

wurde von ADH270 selektiv zum (7R)-konfigurierten Alkohol reduziert. Die Zyklisierung führte 

zu sehr guten Umsätzen von 41%, da lediglich (6S,7R)-konfigurierter Alkohol von AmbDH3 

umgesetzt wurde. Ethylthioester wurden von ADHs akzeptiert und zum Alkohol selektiv 

reduziert, jedoch führte die Reaktion mit AmbDH3 zu keinem zyklisierten Produkt. Der 

Ethylthioesterrest ist scheinbar zu unpolar für die Zyklisierung durch AmbDH3.  

Diese Ergebnisse konnten zum ersten Mal zeigen, dass ADHs SNAC- und Ethylthioester als 

biomimetische Thioester selektiv zu den jeweiligen Alkoholen reduzieren. Zudem belegen die 

Ergebnisse, dass AmbDH3 und ADH sowie die Reaktionsbedingungen kompatibel sind und in 

einer Eintopfreaktion kombiniert werden können, um einen einfachen Zugang zu chiralen 

O-Heterozyklen zu ermöglichen. 
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2. SUMMARY 

Within this study, 9-AMA was investigated as a chiral derivatization reagent for the direct 

configuration determination of enzymatic assays with KR domains. Furthermore work was 

carried out to improve the synthetic potential of the cyclase AmbDH3 by integrating it into 

ADH-AmbDH3 cascades to enable easy access to chiral O-heterocycles.  

9-AMA was synthesized and its application as CDA was first investigated on simple, enantio-

merically pure alcohols. Subsequently, the products 2 of enzymatic reductions of 3-keto-

thioesters 1 by KR domains were successfully analyzed for their configuration using this 

method. It was shown that the feared instability of the acylated 3-hydroxythioesters does not 

exist and that their configuration can also be determined from the raw products of the 

enzymatic reactions (Scheme 1). This made it possible to identify a reliable method for the 

configuration analysis of biomimetic hydroxythioesters 2, which was also successfully used in 

the second part of the work. 

 

Scheme 1: Enzyme activity tests with ketoreductases, carried out by SCHRÖDER and WUNDERLICH, on various 
3-hydroxythioesters 2 and derivatization reactions with 9-AMA to determine the configuration 
at position C3.1,2 

The synthetic potential of AmbDH3 was identified in previous work by the working group. In 

this work, steps were taken to better elaborate this by developing an enzymatic cascade 

reaction of ADHs and AmbDH3. Using the developed method, chiral THP rings 6 with up to 

four stereocenters can be produced using easily accessible SNAC ketoenthioates 4 in a one-

pot reaction (Scheme 2). A chemical-synthetic equivalent of this cascade reaction is not yet 

known. 7-Keto-SNAC and ethylthioesters with different residues at positions C2, C6, and C7 

were successfully synthesized in simple routes to be used as prochiral starting compounds in 

the one-pot reaction. In this, AmbDH3 catalyzes the cyclization of the (R)-configured alcohol 

5 to the THP ring 6. THCs and ADHs were tested for the selective reduction of the 7-keto-

thioester 4 to the 7-hydroxythioester 5. While the selected THCs did not lead to good con-

versions to alcohol, the ADHs produced promising results in the first tests, so that the ADHs 

with the best results in terms of conversion and ee value were used in the one-pot reaction 

with AmbDH3 after optimization of the reaction conditions.
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Scheme 2: Cascade reaction from ADH and AmbDH3 starting from 7-ketothioesters 4 to chiral O-hetero-
cycles 6. 

An upscaling of this cascade reaction to 10 and 100 mg (only for 7-keto-SNAC thioester 7) was 

carried out with purified enzyme and whole-cell biotransformation. The best ADHs and results 

from these 10 mg reactions are summarized in Figure 1. 

 

Figure 1: Summary of the best conversions and yields of the cascade reactions of the respective 
substrates 7-18 on a 10 mg scale. 

The h , -̡unsaturated 7-SNAC thioester 7 is considered the standard substrate in this work and 

has been studied most intensively. A turnover of 93% through the ADH-AmbDH3 cascade to 

the THP ring 8 could be achieved. Structurally similar thioesters such as 9 or the substrate 11, 

which is one carbon atom shorter, also led to very good conversions (97 and 76%). Aldehyde 

13 could be transferred into the THP ring 14 with only 11%. The missing ethyl group at C7 

therefore plays an important role in the active site for anchoring the substrate, so that a lack 

of the group leads to poor conversions. Aldehyde 15, on the other hand, was converted to 

THP ring 16 with a conversion of 70%. The missing methyl group at the C2 position compared 

to substrate 13 resulted in a more reactive MICHAEL acceptor and thus better conversion. The
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7-keto-SNAC thioester 17 with a methyl group at the C6 position was selectively reduced to 

the (7R)-configured alcohol by ADH270. The cyclization led to very good conversions of 41%, 

as only (6S,7R)-configured alcohol was converted by AmbDH3. A substrate with two sterically 

demanding residues at the prochiral center could not be converted by the ADHs tested here. 

Ethylthioesters were accepted by ADHs and selectively reduced to alcohol, but reaction with 

AmbDH3 did not result in any cyclized product. The ethylthioester residue is apparently too 

nonpolar for cyclization by AmbDH3.  

These results showed for the first time that ADHs selectively reduce SNAC and ethyl thioesters 

as biomimetic thioesters to the respective alcohols. Furthermore, the results demonstrate 

that AmbDH3 and ADH as well as the reaction conditions are compatible and can be combined 

in a one-pot reaction to provide easy access to chiral O-heterocycles. 
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3. EINLEITUNG 

3.1 Biokatalyse 

3.1.1 Enzyme in der organischen Chemie 

ΣΣ!ƭƭŜǎ ƛǎǘ /ƘŜƳƛŜά ƛǎǘ Ŝƛƴ ½ƛǘŀǘ ǳƴŘ {ƻƴƎǘŜȄǘ ŀǳǎ der Show MAITHINK X3, das die Bedeutung 

der Chemie in unserem täglichen Leben unterstreicht. Die Chemie ist allgegenwärtig und hat 

großen Einfluss auf unsere Gesellschaft und die Umwelt. Von der Luft, die wir atmen, über 

Lebensmittel und Medikamente, die wir einnehmen, hin zu Handys, die meist täglich von 

Millionen Menschen genutzt werden. All diese Dinge basieren auf chemischen Prozessen und 

Stoffen.   

Ein Forschungsfeld der Chemie ist die organische Chemie, die sich u.a. mit der Herstellung 

neuer chemischer Verbindungen befasst, die Kohlenstoff als Hauptbestandteil enthalten. Die 

organische Chemie spielt eine entscheidende Rolle in vielen Bereichen der Industrie und des 

täglichen Lebens wie z.B. der Pharmazie, Materialwissenschaften, Kosmetik und Textil-

industrie. Durch die gezielte Synthese von organischen Verbindungen können neue 

Materialien, Medikamente und Produkte entwickelt werden, die den Bedürfnissen der 

Verbraucher entsprechen und unsere Gesellschaft und Umwelt nachhaltig beeinflussen.4,5  

Die traditionelle organische Chemie erfordert oft harsche Reaktionsbedingungen und den 

Einsatz toxischer Reagenzien und Lösemittel, was ressourcen- und energieineffizient ist und 

potenziell negative Umweltauswirkungen haben kann.6  

Der Einsatz von Enzymen in der organischen Synthese hingegen ist wirtschaftlicher und 

umweltfreundlicher. Hierbei werden isolierte Enzyme oder ganze Zellen eingesetzt. Die Anzahl 

an organischen Reaktionen, die solche Biokatalysatoren verwenden, steigt stetig an.  

 

Abbildung 2: Vorteile des Einsatzes von Enzymen in der organischen Synthese. 
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Ein Hauptgrund für die Verwendung von Biokatalysatoren in organischen Synthesen liegt in 

der Fähigkeit der Enzyme, Reaktionen regio- und stereoselektiv katalysieren zu können 

(Abbildung 2). In Folge der hohen Selektivität sinkt die Anzahl an Syntheseschritten im 

Vergleich zur klassischen chemischen Synthese, weil u.a. keine aufwändige Schutzgruppen-

chemie erforderlich ist. Die Syntheseroute wird effizienter und auch umweltfreundlicher, da 

weniger Abfall produziert wird. Außerdem sind biokatalysierte Synthesen sicherer 

und ΣΣƎǊǸƴŜǊάΣ Řŀ ǎƛŜ ǳƴǘŜǊ ƳƛƭŘŜƴ wŜŀƪǘƛƻƴǎōŜŘƛƴƎǳƴƎŜƴ όmoderate Temperatur, wässrige 

Lösung, Normaldruck) arbeiten und keine toxischen Lösemittel oder Reagenzien wie 

Schwermetallkatalysatoren benötigen (wie z.B. Ruthenium- oder Rhodiumkomplexe).   

Weiterhin ermöglicht die Biokatalyse den Zugang zu Reaktionen, die mit den klassischen 

organischen Syntheserouten schwierig bis kaum umzusetzen sind, wie die Hydroxylierung 

aliphatischer Moleküle.7,8 Neben dem natürlichen Substratspektrum katalysieren Enzyme 

auch oft die Umsetzung nicht-natürlicher Substrate mit hoher Selektivität.7,9  

Nachteile von Biokatalysatoren sind mögliche Inhibierungen, eingeschränkte Stabilität 

(Temperatur, Lösemittel, pH-Wert) und die begrenzte Verfügbarkeit geeigneter Bio-

katalysatoren.7,10 Diese Nachteile werden jedoch immer mehr durch neueste technologische 

Fortschritte und dem Protein Engineering überwunden, sodass die Verwendung von Enzymen 

in der organischen Synthese als vielversprechende Methode zur Entwicklung nachhaltiger 

Verfahren in der Industrie gesehen wird.6,9 

Der Weg zu Enzymen in der organischen Synthese 

Enzyme wurden schon vor tausenden von Jahren im alltäglichen Leben eingesetzt, bevor man 

von deren Existenz überhaupt wusste. So wurden und werden sie zur Herstellung von 

Lebensmitteln wie Käse, Brot, Bier oder Wein verwendet.11  

ROSENTHALER brachte 1908 das früheste Beispiel für die moderne Anwendung von Enzymen als 

Biokatalysator in der organischen Synthese, indem er Hydroxynitril-Lyase nutzte, um (R)-Man-

delnitril ausgehend von Benzaldehyd und Blausäure herzustellen.12,13 Der Einsatz von 

Enzymen in der organischen Synthese blieb jedoch damals wegen zwei Haupteinschränkungen 

überschaubar. Zum einen waren viele Enzyme nicht in ausreichend großen Mengen verfügbar 

und zum anderen zeigten viele Enzyme oft schlechte Stereo- und Regioselektivitäten, eine 

geringe Substrattolernaz und unzureichende Stabilität unter bestimmten Reaktions-

bedingungen.14 Zudem waren Synthesechemiker nicht mit dem praktischen Umgang mit 

Enzymen vertraut. Ein Durchbruch für die moderne Genetik und Molekularbiologie gelang 

Ende der 1970er Jahre mit der Entwicklung einer rekombinanten DNA-Technologie. Damit war 

es möglich, DNA in vitro zu manipulieren und zu klonen. Große Mengen an spezifischen 

Proteinen konnten so einfach hergestellt werden. Vor der Entdeckung dieser Technologie war 

die Gewinnung von DNA aus Organismen ein aufwendiger Prozess, der oft nur geringe 

Mengen lieferte.15  
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Für den organischen Synthesechemiker war die Biokatalyse zu diesem Zeitpunkt trotzdem 

keine wettbewerbsfähige Alternative zu chemischen Syntheserouten. Denn entscheidende 

Bedeutung im Hinblick auf Reaktionen mit Enzymen haben neben Thermostabilität, Löslichkeit 

in organischen Lösemitteln und Ausbeuten vor allem die Stereo- und Regioselektivität, da sie 

direkten Einfluss auf die Qualität und die Effizienz der Synthese haben.16 Eine visionäre Idee 

wäre es, ein Enzym im Labor gezielt zu modifizieren, um das gewünschte Produkt auf einfache 

und kosteneffiziente Weise mit den gewünschten spezifischen Eigenschaften herzustellen. 

Eine optimale Lösung würde darin bestehen, eine Bibliothek von Enzymen zu entwickeln, die 

eine Vielzahl von Reaktionen durchführen können, um eine breite Palette an chemischen 

Verbindungen zu generieren. 

 

3.1.2 Protein Engineering 

Protein Engineering beschäftigt sich mit diesem Thema: die gezielte Modifikation von 

Proteinen, um ihre Eigenschaften und Funktionen zu verändern und im Hinblick auf beispiels-

weise Aktivität, Stabilität und Stereoselektivität zu verbessern. Die beiden Hauptstrategien 

waren ursprünglich die gerichtete Evolution und das rationale Design (Abbildung 3).11,17,18 

 

Abbildung 3: Die ursprünglichen Hauptstrategien des Protein Engineering. 

Die gerichtete Evolution basiert auf der natürlichen Evolution von Proteinen, die durch 

zufällige Mutagenese im Genom erhalten wird. Bei der gerichteten Evolution wird dieser 

Prozess im Labor nachgestellt. Eine Bibliothek von Mutanten wird durch wiederholende 

Runden an Mutagenese, Genexpression, Screening- oder Selektionsverfahren hergestellt bis 

das Protein mit den gewünschten Eigenschaften gefunden wurde.6,19,20  

Rationales Design basiert auf zielgerichteter Mutagenese. Mithilfe von Computerprogrammen 

werden Varianten von Proteinen entworfen und anschließend im Labor synthetisiert und 

getestet. Dabei wird die Struktur des Proteins in silico modelliert und simuliert, um die 

stabilste Konformation mit den gewünschten Funktionen zu erhalten. Durch die Simulation 

wird z.B. vorausgesagt, wie sich eingeführte Mutationen auf das aktive Zentrum und die 

Katalyse auswirken. Dabei ist die Kenntnis der Struktur und des Mechanismus nötig.12,16,21 

Heutzutage verschmelzen die beiden Strategien immer mehr. Die Kombination von 

experimentellen Daten und Computermodellen sowie die Fortschritte im Gebiet der Mole-

kularbiologie, Bioinformatik und des maschinellen Lernens ermöglichen eine effektive und 
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schnelle Entwicklung von Enzymen als Biokatalysatoren mit immer besserer Effizienz, 

Selektivität, Stabilität und Substrattoleranz. So wird die Zeit, die für die Sequenzierung von 

Genomen oder dem Zugang zu synthetischen Genen benötigt wird, deutlich reduziert. 

Rekombinante Proteine sind teilweise kommerziell in wenigen Wochen erhältlich (z.B. 

Alkoholdehydrogenasen von EVOXX oder CODEXIS) und Proteinstrukturen können automatisch 

mit Computerprogrammen modelliert werden. Gezielte Veränderungen am Protein können 

so vorgenommen werden, was die Anpassungsfähigkeit der Enzymaktivität oder -selektivität 

auf die gewünschten Reaktionen, Substrate oder Produkte erhöht.  

Durch die rasanten und enormen Fortschritte auf technologischer Ebene stellt die Biokatalyse 

mit und durch Protein Engineering inzwischen eine wettbewerbsfähige Alternative zur 

chemischen Synthese dar, was sich durch kürzere Synthesrouten, bessere Selektivität sowie 

ressourcen- und energieeffizientere Routen ausdrückt.16,17,22 

Multienzymkaskadenreaktion 

Eine äußerst effektive und umweltfreundliche Methode für die Synthese von chemischen 

Verbindungen ist eine enzymatische Multienzymkaskadenreaktion, bei der mehrere Enzyme 

in einer Eintopfreaktion zusammenarbeiten, um komplexe chemische Verbindungen 

ausgehend von einfachen und günstigen Startmaterialien zu gewinnen. Enzymatische Kas-

kadenreaktionen beschreiben dabei einen (chemo-)enzymatischen Prozess, der aus zwei oder 

mehreren Reaktionsschritten besteht. So sind Transformationen in einem einzigen Schritt 

möglich, die sonst mit einem herkömmlichen Katalysator oder nicht biologischen Ansätzen 

entweder in mehreren Schritten, schwierig oder sogar unmöglich umzusetzen wären. Die 

meisten Enzyme arbeiten unter ähnlichen Bedingungen, weswegen Multienzymreaktionen 

leichter zu realisieren sind als klassisch chemische kombinierte Katalyseschritte. Multi-

enzymkaskaden haben den Vorteil, dass aufwendige Isolation und Aufreinigung von Inter-

mediaten vermieden werden, die Gesamtausbeute verbessert wird, weniger Müll produziert 

wird und weniger Lösemittel gebraucht werden. Multienzymkaskaden bringen somit ökono-

mische und ökologische Vorteile mit sich.   

Der Nachteil ist, dass viele Enzyme oft nicht miteinander kompatibel sind oder die optimalen 

Reaktionsbedingungen des einen Enzyms nicht zu denen des anderen passen. Auch müssen 

oft Cofaktorregenerationssysteme involviert werden, deren Bedingungen zu denen der 

anderen Enzyme passen müssen. Aber auch hier eröffnen die Fortschritte in Molekularbiologie 

und Biotechnologie neue Wege zur effizienten und umweltfreundlichen Synthese chemischer 

Verbindungen unter milden Reaktionsbedingungen.11,14,23,24 MERCK und CODEXIS entwickelten 

ein beachtliches Beispiel einer Multienzymkaskadenreaktion für die Synthese des Wirkstoffs 

Islatravir, das zur Behandlung von HIV-Infektionen hergestellt wurde. Sie verwendeten dabei 

neun Enzyme, wobei fünf davon durch Protein Engineering modifizert wurden. Sie konnten 

das Produkt mit höheren Ausbeuten erhalten als die bisherige chemische Synthese. Außerdem 
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profitierten sie von den Vorteilen der Multienzymkaskadenreaktionen: keine Aufarbeitung 

von Zwischenprodukten und hohe Stereo- und Chemoselektivitäten ohne den notwendigen 

Gebrauch von Schutzgruppen.25  

Ein weiteres Beispiel stellt die Reduktion eines h -Chloroketons 19 und anschließende Epoxid-

bildung in einem Schritt dar (Schema 3).26,27 

 

Schema 3: Beispiel einer Multienzymkaskadenreaktion. Die Enzyme Alholdehydrogenase (ADH) und Halo-
hydrin-Dehalogenase (Hhe) katalysieren die Umsetzung eines -hChlorketons 19 zum entsprech-
enden Epoxid 21.26,27 

-hChloroketone 19 wurden stereoselektiv zu den entsprechenden Chloroalkoholen 20 durch 

Alkoholdehydrogenasen (ADHs) reduziert gefolgt von einem Ringschluss zum Epoxid 21 durch 

eine nicht-selektive Halohydrin-Dehalogenase (Hhe). SEISSER et al. verwendeten ADHs von 

Rhodococcus ruber (DSM 44541) und Lactobacillus brevis sowie die nicht-selektive Halohydrin-

Dehalogenase von Myxobacterium sp GP1. Das ursprüngliche Problem der ungünstigen 

Gleichgewichtsverschiebung und damit verbundenen geringen Ausbeuten wurde durch die 

Zugabe von Ionenaustauschharzen überwunden, sodass verschiedene Epoxide mit sehr guten 

Umsätzen und ee-Werten erhalten werden konnten.26,27   

Multienzymkaskadenreaktionen können somit effizient enantiomerenreine Verbindungen in 

nur einem Schritt liefern. 

 

3.2 Deracemisierung 

Enantiomerenreine Alkohole und Amine stellen wichtige Synthesebausteine und Schlüssel-

verbindungen für die Herstellung von chemischen Produkten in den verschiedensten 

Branchen wie der Pharmazie, Lebensmittel-, Agrar- oder Parfümindustrie dar. Die Wirkung 

und Aktivität biologisch wirksamer Substrate wie Pharmaka und Pestizide beruht 

hauptsächlich auf chiraler Erkennung im Zielorganismus. So ist häufig nur eines der beiden 

(oder mehreren) Isomere für die gewünschte biologische Aktivität verantwortlich, während 

das andere Isomer keine oder eine andere Wirkung hervorruft. Jedes Enantiomer einer 

chiralen Verbindung kann unterschiedliche biologische Aktivität aufweisen. Die richtige 

Konfiguration der Stereozentren spielt somit eine entscheidende Rolle, wie die Contergan-

Tragödie in Deutschland in den spätern 1950er Jahren zeigte.28 
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Deshalb ist es von großem Interesse, Methoden zur Gewinnung von enantiomerenreinen 

Verbindungen zu entwickeln. Die relevanten Methoden hierfür sind die Racematspaltung, die 

asymmetrische Synthese, die ,,ex chiral poolά {ȅƴǘƘŜǎŜ und die chemischen Modifizierungen 

Ǿƻƴ ±ŜǊōƛƴŘǳƴƎŜƴ ŘŜǎ ΣΣŎƘƛǊŀƭŜƴ tƻƻƭǎάΦ  

Im Fokus dieser Arbeit steht die Racemattrennung. Die Deracemisierung von racemischen 

Verbindungen ist eine wichtige Strategie zur Herstellung von optisch reinen Verbindungen. 

Nach FABER stellt eine Deracemisierung einen Prozess dar, in dem ein Racemat in ein 

entsprechendes Enantiomer mit einer theoretischen Ausbeute und optischen Reinheit von 

100% umgewandelt wird ohne Zwischenabtrennung von Intermediaten.29,30 

 

Schema 4: Prinzip und verschiedene Techniken der Deracemisierung; in Anlehnung an MUSA et al.31 

Verschiedene Techniken sind nach dem von FABER vorgeschlagenem Wirkmechanismus klassi-

fiziert (Schema 4), von denen die dynamisch kinetische Racematspaltung (DKR) und Stereoin-

version die bekanntesten Vertreter sind.29,30 

 

3.2.1 Dynamisch kinetische Racematspaltung: Transferhydrierkatalysator 

                (THC) 

3.2.1.1 Einführung: kinetische und dynamisch kinetische Racematspaltung 

Die Diastereomerenkristallisation zählt zu den weitesten verbreiteten Methoden der Enantio-

merentrennung. Durch die Zugabe von enantiomerenreinen Reagenzien bilden sich 

Diastereomerenpaare, die sich aufgrund ihrer unterschiedlichen chemischen und 

physikalischen Eigenschaften voneinander trennen lassen.30 Eine andere Methode der 

Enantiomerentrennung ist die Zugabe eines Enzyms, das selektiv nur mit einem Enantiomer 

reagiert, während das andere unberührt bleibt. Diese Methode wird Enzym-katalysierte 

kinetische Racematspaltung (KR) genannt und beruht auf den unterschiedlichen 

Reaktionsgeschwindigkeiten der Enantiomere k(R) und k(S) mit dem Enzym. 
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In Schema 5 ist die kinetische Racematspaltung von 22 mit einem Acyldonor 23 und einem 

Enzym zum acylierten Produkt (R)-24 gezeigt, wobei (S)-22 vom Enzym nicht umgesetzt wird. 

 

Schema 5: Beispiel einer kinetischen Racematspaltung von rac-22 mit einem Enzym und Acyldonor zum 
(R)-konfiguriertem Produkt 24. Das (S)-Enantiomer 22 reagiert nicht und kann nach der Reak-
tion isoliert werden. Voraussetzung ist eine deutlich schnellere Reaktionsgeschwindigkeit k(R) 

als k(S). 

Nachteile der kinetischen Racematspaltung sind die maximale theoretische Ausbeute von 50%, 

sobald das reaktive Enantiomer komplett umgesetzt wurde. Oft wird die Reaktion jedoch 

schon bei einem geringeren Umsatz als 50% beendet, da die Unterschiede der Reaktions-

geschwindigkeiten der Enantiomere häufig nicht groß genug sind und somit schlechtere 

Enantioselektivitäten erhalten werden. Weitere Einschränkungen sind zusätzliche Schritte wie 

die Trennung von Startmaterial und Produkt sowie die Abtrennung des nicht-reagierten 

Enantiomers, das entweder erneut racemisiert oder anderweitig weiterverarbeitet werden 

muss.32,33 

Diese Nachteile können in einer chemoenzymatischen DKR überwunden werden, in der eine 

enzymatische kinetische Racematspaltung mit einer in situ-Racemisierung in einer Eintopf-

reaktion kombiniert wird (Schema 6).32,34 Auch hier ist als Beispiel die Umsetzung des Race-

mats 22 mit einem Enzym und einem Acyldonor 23 zum Produkt 24 gezeigt. Insbesondere 

Lipasen werden für diese Reaktion oft eingesetzt, da sie sich durch ihre Stabilität auszeichnen, 

in freier sowie immobilisierter Form kommerziell erhältlich sind und keine Cofaktoren 

benötigen. Als Acyldonoren werden vor allem Vinyl- oder Isoprenylacetat verwendt, da die 

entstehenden Nebenprodukte die eigentliche Reaktion nicht stören.35 

 

Schema 6: Beispiel einer dynamisch kinetischen Racematspaltung von Substrat 22 mit einem Enzym als 
Katalysator für die kinetische Racematspaltung (Acylierung) und einem Deracemisierungs-
prozess, der sicherstellt, dass immer wieder (R)-konfiguriertes Substrat 22 für die kinetische 
Racematspaltung zur Verfügung steht.
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Durch das Gleichgewicht der beiden Enantiomere wird wie im Beispiel in Schema 6 gezeigt, 

das (S)-Enantiomer permanent zum (R)-Enantiomer umgewandelt. Das Enzym setzt lediglich 

das (R)-konfigurierte Enantiomer um und entzieht es so dem Gleichgewicht. Durch die Race-

misierung wird letzteres jedoch ständig nachgeliefert. Folglich ergeben sich eine theoretische 

Ausbeute von 100% und die Nachteile der klassischen kinetischen Racematspaltung werden 

umgangen. 

CHEN et alΦ ŜƴǘǿƛŎƪŜƭǘŜƴ ŘƛŜ ŘƛƳŜƴǎƛƻƴǎƭƻǎŜ YŜƴƴƎǊǀǖŜ 9 όΣΣŜƴŀƴǘƛƻƳŜǊƛŎ ǊŀǘƛƻάύΦ36 Der E-Wert 

mit kcat als der Geschwindigkeitskonstante und KM der MICHAELIS-MENTEN-Konstante wird wie 

folgt definiert: 

 

9w{Ґ
ƪŎŀǘκ+a w
ƪŎŀǘκYa {

Ґ
ƪǎŎƘƴŜƭƭ
ƪƭŀƴƎǎŀƳ

   

Je höher der nominelle Wert von E, desto selektiver ist der Katalysator, also das Enzym. Diese 

Selektivität legt die Qualität der Racematspaltung fest.  

Erfolgreiche DKR-Systeme müssen bestimmte Anforderungen und Bedingungen erfüllen: 

¶ die Reaktionsgeschwindigkeiten der Enantiomere müssen unterschiedlich groß sein 

(ähnlich zu kinetischen Racematspaltungen), 

¶ der E-Wert sollte für eine erfolgreiche DKR mit möglichst enantiomerenreinen 

tǊƻŘǳƪǘŜƴ җ нл ǎŜƛƴ, 

¶ die Racemisierungsgeschwindigkeit krac sollte eine um den Faktor 10 schnellere Ge-

schwindigkeitskonstante haben als die langsame Umsetzung des schlecht akzeptierten 

Edukts mit dem Enzym, 

¶ der Enzym- und der Racemisierungskatalysator sollten miteinander kompatibel sein, 

¶ der Racematspaltungsschritt sollte irreversibel sein, 

¶ Nebenreaktionen der Edukte sowie inhibitorische Effekte auf die Katalysatoren sollten 

ausgeschlossen werden. 

EBBERS et al. klassifizierten verschiedene Racemisierungsmethoden wie die Basen oder Säure-

katalysierte-Racemisierung, thermische Racemisierung, Enzym-katalysierte Racemisierung 

und Racemisierung via Radikal- und Redoxreaktionen. Letztere arbeiten vor allem mit Über-

gangsmetallkatalysatoren.37 

Metallkatalysatoren benötigen oft harsche Bedingungen wie hohe Temperaturen und 

organische Lösemittel, sind sensitiv gegenüber Sauerstoff oder Wasser, während Enzyme 

unter milden Bedingungen bei Raumtemperatur und im wässrigen Milieu arbeiten. Additive 

und Stabilisatoren für das Enzym können oft inhibitorische Effekte auf den Metallkatalysator 

ausüben oder diesen möglicherweise vollständig deaktivieren.34,38 Die Kombination von Über-
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gangsmetallkatalysatoren als Racemisierungskatalysator und Enzymen als Katalysator für die 

kinetische Racematspaltung in einer dynamisch kinetischen Racematspaltung ist demnach 

sehr anspruchsvoll. Um diese beiden Prozesse der kinetischen Racematspaltung und der Race-

misierungsreaktion in einer Eintopfreaktion kompatibel zu machen, müssen mehrere Para-

meter untersucht werden wie u.a. der Einfluss des Lösemittels, der Temperatur, von Additiven, 

der Struktur der Übergangsmetallkomplexe sowie Eigenschaften der Enzyme und mögliche 

Enzymimmobilisierungtechniken.33 

 
3.2.1.2 DKR unter Einsatz von Transferhydrierkatalysatoren 

Die erste DKR von sekundären Alkoholen lieferten WILLIAMS und Mitarbeiter 1996 und 

erbrachten zugleich den Beweis, dass Enzyme und Metallkatalysatoren kombinierbar sind. Sie 

testeten mehrere Transferhydrierkatalysatoren (THCs) als Racemisierungskatalysatoren und 

Pseudomonas fluorescens Lipase (PFL) als enantioselektiven Katalysator im Schritt der 

kinetischen Racematspaltung. Der racemische Alkohol 1-Phenylethanol (25) wurde mit 

Rh2(OAc)4 als Racemisierungskatalysator und PFL erfolgreich zum (R)-konfigurierten Produkt 

26 mit 98% ee und 60% Umsatz nach 72 h umgesetzt. Nachteile dieser DKR sind der geringe 

Umsatz und die Notwendigkeit zweier Addiditve für eine effiziente Racemisierung wie o-Phen-

anthrolin und Acetophenon.39 WILLIAMS und ALLEN zeigten zudem, dass der Palladium-Kataly-

sator PdCl2(MeCN)2 als Racemisierungskatalysator und die Hydrolase (PFL) das racemische 

Gemisch des Acetats 27 in einer DKR zum gewünschten Alkohol 28 mit einem Umsatz und 

einem ee-Wert von 96% umwandelten. Die Reaktionszeit dafür betrug aber beachtliche 19 d 

und einfache Allylacetate wie Cyclohexenylacetat waren keine geeigneten Substrate für dieses 

System (Schema 7).40 

 

Schema 7: Die ersten chemoenzymatischen DKR-Systeme von sekundären Alkoholen. (A) Rh2(OAc)4 und 
(B) PdCl2(MeCN)2 als Racemisierungskatalysatoren und PFL als Katalysator für die kinetische 
Racematspaltung.39,40 

Diese Arbeiten gelten als Inspiration für die Entwicklung und das Design weiterer Transfer-

hydrierkatalysatoren als Racemisierungskatalysatoren in DKR-Systemen. So entwickelte die
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Gruppe von BÄCKVALL fast zeitgleich 1997 ein System für DKRs von sekundären Alkoholen, 

indem sie Candida antarctica Lipase B (CALB) immobilisiert auf Acrylharz (Novoenzym 435, 

Nov. 435) und den Shvo-Ruthenium-Komplex 29 kombinierten (Schema 8).34 

 

Schema 8: Ein DKR-System, das Ru-Katalysator 29 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als 
Katalysator für die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenylethanol 25 wurde mit sehr 
guten Umsätzen und ee-Werten zum Produkt 26 umgesetzt.34 

Sie erreichten hohe Ausbeuten (von bis zu 92%) und ee-Werte von >99%. Ein Nachteil ist, dass 

der Ruthenium-Komplex 29 Temperaturen von 70 °C für die Aktivierung benötigt, sodass nur 

thermostabile Lipasen verwendet werden können. Ein anderer Punkt ist, dass der Shvo 

Komplex 29 aktivierte Arylester wie p-Chlorophenylacetat benötigt, das nach der Acylierung 

zu p-Chlorophenol führt, welches ökologisch bedenklich ist. Andere Acyldonoren wie 

Isopropenylacetat konnten nicht eingesetzt werden, da sie die Racemisierung stören und zur 

Bildung von Ketonen als Nebenprodukte führten.41,42 Weitere Substrate und Reaktions-

bedingungen wurden auch mit unterschiedlichen Acyldonoren getestet und lieferten in den 

meisten Fällen sehr hohe ee-Werte.43  

Der Startschuss für die Entwicklung aktiverer Metallkatalysatoren, milderen Reaktionsbe-

dingungen, breiteren Substrattoleranzen sowie einer breiteren Auswahl an Enzymen für ein 

erfolgreiches DKR-System von sekundären Alkoholen war damit gefallen.  
 

3.2.1.2.1 Ru-Komplexe als THCs in DKR-Systemen von sekundären Alkoholen 

WILLIAMS und BÄCKVALL zeigten als Pioniere der DKR das Potential der Kombination von THCs 

und Enzymen in DKR-Systemen von sekundären Alkoholen. 2002 veröffentlichte CHOI et al. die 

Arbeit zu einem neuen Aminocyclopentadienyl-Ruthenium-Komplex 30. Dieser Katalysator 

kann sekundäre Alkohole bei RT racemisieren und braucht im Vergleich zum Shvo-Katalysator 

29 keine Hitzeaktivierung, sodass der Katalysator auch mit temperaturempfindlichen 

Enzymen in DKR-Systemen von sekundären Alkoholen eingesetzt werden kann (Schema 

9).44,45,46 
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Schema 9: DKR-System, das Ru-Katalysator 30 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als Katalysator 
für die kinetische Racematspaltung verwendet. Verschiedene sekundäre Alkohole 31 wurden 
mit sehr guten Umsätzen und ee-Werten zum Produkt 32 umgesetzt.44,45 

Ein weiterer Vorteil des Katalysators ist, dass für das DKR-System zusammen mit Novo-

enzym 435 preiswert und leicht verfügbare Acyldonoren wie Isopropenylacetat verwendet 

werden können anstelle von aktivierten Estern wie p-Chlorophenylacetat. Aceton, das nach 

der Acylierung entsteht, stört den Racemisierungsprozess bei den milden Temperaturen nicht. 

Die Hydrolyse des Acyldonors führt zu Essigsäure. Um diese Bildung zu minimieren, wurde 

Carbonat oder Molekularsieb eingesetzt. KOtBu wird oft zur Aktivierung in DKR-Systemen 

verwendet. Auch wenn die einfache Racemisierung von sekundären Alkoholen sehr schnell 

erfolgt (30 min), stellen die langsamen Reaktionszeiten des DKR-Prozesses (30 h-7 d) einen 

klaren Nachteil dieses DKR-Systems dar. Dies deutet darauf hin, dass die beiden Katalysatoren 

nicht kompatibel sind, was zu einer teilweisen Deaktivierung von beiden Katalysatoren führen 

kann, denn die einzelnen Schritte wie die Racemisierung und die kinetische Racematspaltung 

liefen innerhalb weniger Stunden vollständig ab. Trotzdem konnte eine Vielzahl an 

sekundären Alkoholen mit hohen Umsätzen, sowie ee-Werten und milden Temperaturen nach 

diesem DKR-Protokoll mit Katalysator 30 und Enzymen wie Lipasen acyliert werden.32,34,44,45,46 

CSJERNYIK und auch MARTIN-MATUTE et al. berichteten 2004 und 2005 von einem Ruthenium-

Komplex 33, der (S)-Phenylethanol (25) innerhalb von 10 min bei RT vollständig racemisiert. 

Die Kombination von Racemisierung und kinetischer Racematspaltung durch das Enzym CALB 

fand bei RT statt und lieferte das entsprechende Produkt 26 in quantitativer Ausbeute und >99% 

ee in nur 3 h (Schema 10).47,48,49 

 

Schema 10: DKR-System, das Ru-Katalysator 33 als Racemisierungskatalysator und CALB als Katalysator für 
die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenylethanol 25 wurde mit sehr guten Umsätzen 
und ee-Werten zum Produkt 26 umgesetzt.48 
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Katalysator 33 besitzt strukturelle Ähnlichkeit zum Ruthenium-Katalysator 30 sowie eine 

ähnliche Methode der Aktivierung. Das Fehlen eines Heteroatoms wie die Aminofunktionalität 

im Cyclopentadien- (cp)-Liganden führt jedoch zu einer verbesserten Kompatibilität der 

Katalysatoren, was sich in den schnelleren Reaktionszeiten der DKR äußert. Sowohl mehr 

Enzyme als auch unterschiedliche sekundäre Alkohole wurden im DKR-System getestet. Die 

Variation der elektronischen Eigenschaften der Katalysatoren und der getesteten Alkohole 

zeigte, dass durch das Anpassen der elektronischen Eigenschaften des Katalysators mit denen 

des Alkohols bessere Racemisierungsgeschwindigkeiten erhalten werden können.32,50  

Mehrere Enzym-kompatible Racemisierungskatalysatoren wurden hergestellt, die auf dem 

cp-Ruthenium-Grundgerüst basieren und bessere Stabilität und breitere Substrattoleranzen 

besitzen.32,34 So entwickelten KIM et al. Katalysator 34, dessen Unterschied zu Katalysator 33 

die O-Benzylgruppe am Aromaten ist. Dies führt dazu, dass die Metallverbindung deutlich 

stabiler gegenüber Sauerstoff ist. Bei der Aktivierung des THCs 34 muss K3PO4 statt den sonst 

eingesetzten Alkoxiden verwendet werden, um die Zersetzung des THCs zu vermeiden. Zudem 

kann der Katalyator an Styrolharz immobilisiert werden, sodass er nach der Reaktion sehr 

leicht regeneriert werden kann. Mehrere aliphatische und benzylische sekundäre Alkohole 

konnten so unter Luftatmosphäre in der DKR mit Nov. 435 in die acylierten Produkte überführt 

werden, wobei sehr gute Umsätze und ee-Werte erreicht werden konnten (Schema 11).51 

 

Schema 11: DKR-System, das Ru-Katalysator 34 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als Katalysator 
für die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenylethanol 25 wurde mit sehr guten 
Umsätzen und ee-Werten zum Produkt 26 umgesetzt.51 

 
3.2.1.2.2 Iridium-Katalysatoren als THCs in DKR-Systemen von sekundären Alkoholen 

Iridium-Katalysatoren spielen neben Ruthenium-Katalysatoren eine wichtige Rolle in DKR-

Systemen von racemischen sekundären Alkoholen. 2008 zeigten HAAK et al. die erste 

chemoenzymatische dyamisch kinetische Racematspaltung von racemischen ß-Haloalkoholen 

zu enantiomerenreinen Epoxiden durch den Einsatz von Iridium-Katalysator 35 und einer 

Haloalkohol-Dehalogenase (HheC)-Variante.52 Diese besitzt zwei Mutationen, um die 

Enantioselektivität gegenüber aromatischen Substraten (W249F) und die Enzymstabilität 

gegenüber Oxidationen (C153S) zu verbessern. Die Racemisierung von 2-Chlorophenylethanol 

36 war in einem Zweiphasensystem aus Wasser und Toluol (1:1) bereits nach 1 h vollständig 
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abgeschlossen (Schema 12). 

 

Schema 12: DKR-System, das Iridium-Katalysator 35 als Racemisierungskatalysator und eine Mutante von 
HheC als Katalysator für die kinetische Racematspaltung verwendet. Das Epoxid 37 konnte mit 
sehr guten Umsätzen und ee-Werten erhalten werden.52 

Die Stabilität des Katalysators 35 in Wasser ist ein großer Vorteil im Hinblick auf Enzym-

reaktionen. Die Reaktionsbedingungen der DKR wurden durch die Zugabe von DMSO als 

Cosolvenz und Bovine serum album (BSA) für die Enzymstabilität weiter optimiert, sodass 

enantiomerenreine, aromatische Epoxide erfolgreich mit Umsätzen und ee-Werten zwischen 

50-98% isoliert werden konnten.52   

Der Katalysator 38 wurde erfolgreich in einer basenfreien DKR von sekundären Alkoholen 

eingesetzt. CALB katalysierte die Veresterung mit Isopropenylacetat als Acyldonor bei 70 °C in 

Toluol. Basen in DKRs können oft zu unerwünschten Nebenreaktionen und zu schlechten 

Enantioselektivitäten führen. MARR et al. testeten DKR-Systeme mit und ohne Base und 

konnten in beiden Fällen gute DKR-Systeme für sekundäre Alkohole entwickeln, die zu sehr 

guten Umsätzen und ee-Werten (50-99%) führten (Schema 13).53 

 

Schema 13: (A) DKR-System, das Iridium-Katalysator 38 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als 
Katalysator für die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenylethanol 25 wurde mit sehr 
guten Umsätzen und ee-Werten zum Produkt 26 umgesetzt.53 (B) DKR-System, das Iridium-
Katalysator 39 als Racemisierungskatalysator und CALB als Katalysator für die kinetische 
Racematspaltung verwendet. Phenylethanol 25 wurde mit sehr guten Umsätzen und ee-
Werten zum Produkt 26 umgesetzt.54 
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Ebenfalls basenfrei und unter milden Bedingungen entwickelten SATO et al. ein DKR-System, 

das CALB als Biokatalysator für enantioselektive Umesterungen verwendete. Katalysator 39 

wurde hierfür als Racemisierungskatalysator eingesetzt. (R)-1-Phenylethanol (25) wurde bei 

30 °C unter Verwendung von Katalysator 39 nach 14 h racemisiert (1% ee-Wert). Nach 2 h 

betrug der ee-Wert 47% und nach der Optimierung des DKR-Systems unter Verwendung von 

Phenylacetat als Acyldonor konnten verschiedene Alkohole erfolgreich zu den entsprechen-

den Produkten mit Umsätzen und ee-Werte von 25-99% umgesetzt werden.54 

Neben Iridium und Ruthenium gibt es auch andere metallbasierte Katalysatoren wie Nickel, 

Eisen oder Magnesium, die in DKR-Systemen eingesetzt werden können. Iridium- und 

Rutheniumkatalysatoren sind jedoch am weitesten verbreitet.55  

 

3.2.2 Stereoinversion durch Alkoholdehydrogenasen  

Die Deracemisierung via Stereoinversion ist ein Oxidations-Reduktionsprozess, in dem ein 

Enantiomer eines racemischen Substrats erst zu einem prochiralen Intermediat oxidiert wird, 

das dann in einer irreversiblen Umwandlung selektiv zum entgegengesetzten, gewünschten 

Enantiomer reduziert wird (Stereoinversion in einer Stufe). Alternativ werden beide 

Enantiomere des racemischen Startmaterials zum prochiralen Intermediat oxidiert und 

anschließend selektiv zu einem einzelnen Enantiomer reduziert (Stereoinversion in zwei 

Stufen, lineare Deracemisierung). Voraussetzung für hohe ee-Werte ist ein irreversibler, 

höchst stereospezifischer Reduktionsschritt. Die meisten Deracemisierungen via Stereoinver-

sion wurden für sekundäre Alkohole entwickelt, wobei oft Alkoholdehydrogenasen (ADHs) 

eingesetzt werden.29,56  

Pionierarbeit leisteten VOSS et al. mit einer Redoxreaktion in einem Gefäß ohne Abtrennung 

von Intermediaten (Schema 14).57,58 

 

Schema 14: Deracemisierung via Stereoinversion zu (R)-konfigurierten Alkoholen ausgehend vom Racemat 
31 durch die (S)-selektive TB-ADH und die (R)-selektive ADH-PR2 in einer Eintopfreaktion. 
Verschiedene sekundäre Alkohole wurden getestet und die entsprechenden enantiomeren-
reinen Alkohole wurden mit sehr guten Umsätzen und ee-Werten erhalten; in Anlehnung an 
VOSS et al.57,58 
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Die Eintopfreaktion von racemischen Alkoholen zu einem Enantiomer durch gleichzeitige 

Oxidation und asymmetrische Reduktion war durch die Verwendung definierter Alkohol-

dehydrogenasen mit entgegengesetzter Stereo- und Cofaktorpräferenz möglich. Die ADH aus 

Thermoanaerobium brockii (TB-ADH) oxidierte das (S)-Enantiomer 31 zum Keton 40 und die 

kommerziell erhältliche ADH-PR2 reduzierte das Keton 40 selektiv zum (R)-konfigurierten 

Alkohol 31. Die Besonderheit bei diesem System ist, dass zwei Regenerationssysteme parallel 

in entgegengesetzte Richtung ablaufen. Ein System regenriert den oxidierten Nikotinamid-

cofaktor NAD+ und das andere den reduzierten Cofaktor NADPH. In diesem Fall wurde die 

NADP+-abhängige NADPH-Oxidase YcnD und die NAD+-abhängige Formiat-Dehydrogenase 

(FDH) verwendet. So liefen zwei Redoxzyklen parallel ab und das gewünschte Enantiomer 

konnte mit >99% ee erhalten werden. Mehrere chirale Alkohole, die sich in den Resten 

unterscheiden, wie lineare, verzweigte, aromatische Ester und Hydroxygruppen beinhaltende 

Reste, wurden getestet und erfolgreich isoliert.58 

Ein Beispiel für die Deracemisierung via Stereoinversion mit einer nicht-selektiven Oxidation 

ist in Schema 15 gezeigt. Eine Iridium-katalysierte Oxidation mit dem Katalysator 35 wurde 

mit einer ADH-katalysierten Reduktion in einer Eintopfreaktion kombiniert, um Halohydrine 

zu erhalten. Der Iridiumkatalysator 35 oxidierte dabei das racemische Haloydrin 20 zum 

Ŭ-Chloroketon 19, das von ADH-A von R. ruber zu (R)-konfigurierten Halohydrinen 20 reduziert 

wurde. Dabei war entscheidend, dass der Hydrogenakzeptor 42 nur vom Metallkatalysator 

akzeptiert wurde und nicht mit dem Enzym wechselwirkt. Ebenso sollten die enzymatischen 

Bedingungen nicht den Metallkatalysator inhibieren. Drei Substrate wurden getestet und die 

Eintopfreaktionen lieferten sehr gute Umsätze, aber nur moderate ee-Werte. MUTTI et al. 

stellten dafür weitere Forschungsarbeiten in Aussicht (Schema 15).59 

 

Schema 15: Deracemisierung via Stereoinversion durch eine nicht-selektive Iridium-katalysierte Oxidation 
und eine ADH-katalysierte Reduktion in einer Eintopfreaktion.59 

In beiden gezeigten Beispielen kommen ADHs als Katalysatoren vor, die eine Unterklasse der 

Dehyrogenasen darstellen und zur Enzymklasse (EC) der Oxidoreduktasen gehören. Sie sind in 

der Natur weit verbreitet und kommen in Pflanzen, Mikroorganismen und Tiergeweben vor.60 

Im menschlichen Körper ist eine der wichtigsten Aufgaben der ADHs die Kataylse der Ethanol-

Oxidation zu Acetaldehyd, die den ersten Schritt im Ethanol-Metabolismus der Leber darstel-
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lt.61,62 Außerdem sind ADHs am Metabolismus von Retinol (Sehweg) und Steroiden beteiligt 

und spielen eine wichtige Rolle in Bakterien und Hefen im Zuckermetabolis mus.63,64,65,66 

Generell katalysieren ADHs die Oxidation und Reduktion von Alkoholen und Carbonyl-

verbindungen unter Verwendung von NADP+ oder NAD+ als Coenzym. Es gibt vier 

verschiedene mögliche Hydridtransferwege.67,68 Das pro-(R) oder pro-(S)-Hydrid kann 

entweder von der Re- oder Si-Seite des prochiralen Ketons 40 angreifen. ADHs, die den 

Hydridangriff von der Re-Seite katalysieren (im gezeigten Beispiel Schema 16: H-Abstraktion 

vom (S)-Alkohol), werden PRELOG-selektive ADHs genannt, während die, die den Hydridangriff 

von der Si-Seite katalysieren (im gezeigten Beispiel Schema 16: Abstraktion vom (R)-Alkohol) 

als anti-PRELOG-ADHs bezeichnet werden.69 

 

Schema 16: Vier mögliche Hydridangriffe von NAD(P)H an ein Keton, die zu unterschiedlich konfigurierten 
Alkoholen führen; in Anlehnung an MUSA et al.70 

Die Einteilung der ADHs in drei Subfamilien erfolgt hinsichtlich ihrer Struktur und protein-

chemischen Daten.71,72 Die kurzkettigen Dehydrogenasen (short chain dehydrogenase, SDR) 

besitzen ca. 250 Aminosäuren pro Untereinheit und sind nicht metallionenabhängig im 

Hinblick auf den Mechanismus. Die mittelkettigen ADHs (middle chain dehydrogenase, MDR) 

mit ca. 350 Aminosäuren pro Untereinheit sind metallabhängig und liegen als Dimere und 

Tetramere vor. Die langkettigen ADHs (long chain dehydrogenases, LDR) besitzen mehr als 

350 Aminosäuren pro Untereinheit und sind vor allem Fe2+- und Zn2+-abhängig. Sie sind die 

am wenigsten untersuchte Gruppe.60,73,74  

ADHs sind effektive Biokatalysatoren für Redoxtransformationen von Alkoholen und 

Carbonylverbindungen. Ursprüngliche Einschränkungen im Hinblick auf geringe Verfügbarkeit, 

begrenzte Substratvielfalt oder Abhängigkeit von teuren Nikotinamidcofaktoren wurden 

durch die kontinuierliche Weiterentwicklung in den Gebieten der Molekularbiologie und des 

Protein-Engineerings der letzten Jahre überwunden. Es besteht nun die Möglichkeit, die 

Effektivität, Stabilität, Substrattoleranz und Selektivität von ADHs einzustellen, sodass 

maßgeschneiderte Lösungen für die biokatalytische Synthese chiraler Alkohole verfügbar sind. 

Die meisten ADHs reduzieren Ketone mit deutlichen Unterschieden in der Größe und den 

elektronischen Eigenschaften der Seitenketten neben der Carbonyleinheit. Inzwischen kön-
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nen Carbonylverbindungen mit zwei großen Resten wie Biarylketone asymmetrisch zu den 

gewünschten enantiomerenreinen Alkoholen umgesetzt werden.68,75 Gerade die Stereo-

selektivität der ADHs macht sie für organische Chemiker so interessant für den Einsatz als 

Biokatalysatoren. Die Enantioselektivität der ADHs wird u.a. durch die geometrische 

Zusammensetzung zwischen dem aktiven Zentrum und der Struktur des Substrats bestimmt, 

die die Bindung des Substrats zum Nikotinamidcofaktor kontrolliert. Durch moderne 

Methoden des Protein-Engineerings ist es möglich, die katalytische Aktivität sowie die 

Enantioselektivität bestimmter ADHs zu verbessern und letztere sogar umzuschalten.76,77,78 

Die ADH von Thermoanaerobacter ethanolicus (späterer Name: Thermoanaerobacter 

pseudoethanolicus; TeSADH) ist eine thermostabile, zinkabhängige NADP+-Dehydrogenase, 

die sehr gute Enantioselektivität und hohe Aktivität zeigt.79,80,81,82,83 Während der Wildtyp (S)-

selektiv ist und keine Aktivität gegenüber aromatischen Verbindungen oder sterisch an-

spruchsvollen Substraten besitzt, zeigten mehrere Mutanten (spezifische Mutation im aktiven 

Zentrum) höhere Aktivität für aromatische, sterisch anspruchsvolle Substrate, wobei eine 

Mutante sogar eine (R)-Stereopräferenz gegenüber aromatischen Substraten aufwies. 

Bestimmte TeSADHs sind auch bekannt für ihre Beständigkeit gegenüber organischen Löse-

mitteln.84,85,86,87,88,89  

KARUME et al. erstellten eine nicht-stereoselektive Mutante von Thermoanaerobacter 

ethanolicus mit verbesserter Racemisierungsaktivität und setzten diese in einer DKR zusam-

men mit CALB in organischem Lösemittel ein.90 Dabei katalysierte die Xerogel-immobilisierte 

W110A TeSADH die Racemisierung von enatiomerenreinen Phenyl-substituierten sekundären 

Alkoholen und CALB die kinetische Racematspaltung. Die beiden Enzyme waren kompatibel, 

sodass eine DKR in einer Eintopfsynthese möglich war. Mehrere Substrate wurden getestet 

und die besten Ergebnisse wurden mit Substrat 31 erzielt (74% Umsatz und 68% ee, Schema 

17). Die Gruppe stellt weitere Forschungen zur Verbesserung dieses Systems in Aussicht.91,92,90 

 

Schema 17: DKR-System, das W110A TeSADH als Racemisierungskatalysator und CALB als Katalysator für 
die kinetische Racematspaltung verwendet. Verschiedene sekundäre Alkohole wurden mit 
moderaten Umsätzen und ee-Werten zum Produkt 32 umgesetzt. Das beste Ergebnis mit einem 
Umsatz von 74% und einem ee-Wert von 68% konnte mit Substrat 31 (R= Benzyl, R1 = CH3) 
erzielt werden.90 

NAFIU et al. suchten mit Erfolg nach Varianten von TeSADHs mit entgegengesetzter Stereoprä-

ferenz am selben Substrat und ermöglichten so eine Deracemisierung via Stereoinversion von 
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1-Phenylethanol (25) mit zwei Mutanten eines einzelnen Enzyms. Die (R)-selektive I86A 

TeSADH oxidierte (R)-25 zum Keton 45 und ließ (S)-25 unberührt. W110V/G198D TeSADH 

katalysierte die stereoselektive Reduktion zum (S)-konfigurierten Alkohol 31, sodass (S)-1-

Phenylethanol (25) mit sehr guten ee-Werten (>99%) ausgehend vom Racemat in einem 

Schritt erhalten werden konnte (Schema 18).93 

 

Schema 18: Deracemisierung via Stereoinversion zu (S)-konfigurierten Alkoholen ausgehend vom Racemat 
25 durch zwei Mutanten der TeSADH in einer Eintopfreaktion. (S)-1-Phenylethanol (25) konnte 
mit sehr guten ee-Werten erhalten werden.93 

Dieses Beispiel zeigt erneut, dass mit Proteindesign und gerichteter Evolution ein Bio-

katalysator mit maßgeschneiderten Eigenschaften (z.B. im Hinblick auf Stabilität, Spezifität, 

Effektivität oder Selektivität) für neuartige Anwendungen geschaffen werden kann.  

ADHs können auch für die Synthese von chiralen Tetrahydropyranringen (THP-Ringe) einge-

setzt werden. EASTMAN et al. kombinierten eine ADH-katalysierte asymmetrische Reduktion 

mit einer intramolekularen oxa-MICHAEL-Addition (IMOMA) in der Synthese eines Analogons 

von Brocaketon A (Schema 19). Prochirale Ketoenone wurden zuerst von der (R)-selektiven 

ADH von Lactobacillus kefir (LK) DSM 20587 zu Hydroxyketonen reduziert, gefolgt von der 

IMOMA-Reaktion durch die Zugabe von HCl in Diethylether. Mehrere Substrate wurden 

getestet und die entsprechenden Tetrahydropyranringe konnten mit guten Umsätzen 

(82%->99%) und hohen enantiomeren und diastereomeren Überschüssen erhalten werden.94 

 

Schema 19: Kombination einer ADH-katalysierten asymmetrischen Reduktion und einer IMOMA-Reaktion 
hin zu chiralen Tetrahydropyranringen ausgehend von prochiralen Ketoenonen. Substrat 46 
konnte mit sehr gutem Umsatz und guten d.r. zum THP-Ring 48 umgesetzt werden.94
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3.3 Sauerstoffheterozyklen 

Heterozyklen kommen in vielen Naturstoffen vor und stellen wichtige strukturelle Elemente 

dar. So sind Sauerstoffheterozyklen in Kohlenhydraten, Peptiden, Polyketiden oder Terpen-

oiden zu finden. Die zwei bekanntesten Vertreter dieser Strukturmotive sind Furane und 

Pyrane. Aufgrund ihres häufigen Auftretens in der Natur und wichtigen Funktionen in biolo-

gischen Systemen sind sie von großem Interesse.95,96,97,98 Die vielfältige Bioaktivität von 

Naturstoffen lässt sich oft auf diese heterozyklischen Motive zurückführen. 

 
Tabelle 1: Überblick über chemische und enzymatische Reaktionen zum Aufbau von O-Heterozyklen mit 

Beispielen aus der Totalsynthese und der Biosynthese.  

Chemische Reaktionen zum Aufbau von  

O-Heterozyklen 

Enzymatische Reaktionen zum Aufbau von 

O-Heterozyklen 

Reaktion Beispiel aus der 

¢ƻǘŀƭǎȅƴǘƘŜǎŜ ǾƻƴΧ 

Reaktion Beispiel aus der 

.ƛƻǎȅƴǘƘŜǎŜ ǾƻƴΧ 

Epoxidöffnung mit 

Ringschlusskaskade 

Phomactin A 

KURODA et al.99 

Epoxidöffnung mit 

Ringschlusskaskade 

Pseudomonsäure A 

GAO et al., METSÄ-

KETELÄ et al.100,101 

IMOMA 
Jerangolid E 

LINDNER et al.102 
IMOMA Ambruticin S 

BERKHAN et al.103 

Funktionalisierung 

eines 

Halbacetals/ketals 

Leucascandrolid A 

FERRIE et al.104 

Funktionalisierung 

eines 

Halbacetals/ketals 

Actinorhodin 

TAGUCHI et al.105 

Metall-vermittelte 

Zyklisierung 

Apicularen A  

PALIMKAR et al.106 

Transacylierung/ 

Lactonisierung 

Jerangolid A 

JULIEN et al.107 

Hetero-DIELS-ALDER Ambruticin S 

LIU et al.108 

MICHAEL-Additions-

Lactonisierungs- 

kaskade 

Rhizoxin 

BRETSCHNEIDER et al.109 

Ringschlussmetathese Ambruticin S 

LEE et al.110 

Acylation-DIECKMANN-

Kondensation 

Tetronate 

KANCHANABANCA et al., 

SUN et al., DEMYDCHUK 

et al.111,112,113 

PRINS-Zyklisierung 
Mittelfragment von 

Phorboxazol A 

RYCHNOVSKY et al.114 

Oxidative Cyclisierung Aureothin 

RICHTER et al.115 
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Auch das Rückgrat enthält meist mehrere chirale Zentren und funktionelle Gruppen, die für 

die biologischen und physikalischen Eigenschaften verantwortlich sind. Diese Anzahl an 

funktionellen Gruppen und chiralen Zentren macht die Synthese dieser Naturstoffe sehr 

anspruchsvoll. Die chemischen und biochemischen Mechanismen zur Herstellung von 

Heterozyklen sind vielfältig. Ein Ausschnitt ist in Tabelle 1 gezeigt. Die Erforschung und 

Entwicklung neuer Synthesemethoden für diese Verbindungen ist essentiell, um neue 

Medikamente oder Materialien zu entwicklen. Im Folgenden werden beispielhaft chemische 

und enzymatische Reaktionen zu Sauerstoffheterozyklen vorgestellt. 
 

3.3.1 Chemische Synthese von Sauerstoffheterozyklen 

Eine Schlüsselreaktion bei der Synthese von Sauerstoffheterozyklen-tragenden Verbindungen 

ist die Bildung des Rings. Inzwischen gibt es mehrere bekannte Naturstoffsynthesen, die 

unterschiedliche Strategien zur Bildung des Sauerstoffheterozyklus verfolgen wie z.B. MICHAEL-

Reaktionen, Hetero-DIELS-ALDER-Zykloadditionen, Metall-vermittelte Zyklisierungen, Ring-

schlussmetathese oder Zyklisierung an Oxocarbeniumionen.116 Von den in Tabelle 1 

genannten Beispielen werden im Hinblick auf ein später wichtiges Enzym folgende Reaktionen 

kurz erläutert: oxa-MICHAEL-Addition, Ringschlussmetathese und Hetero-DIELS-ALDER-Reaktion. 

Eine Variante zum Ringschluss ist IMOMA, bei der es mehrere Möglichkeiten gibt, die 

cis-/trans-Selektivität zu kontrollieren, wie z.B. Kontrolle über die Aktivierung (metall-

katalysiert, sauer oder basisch) sowie kinetische und thermodynamische Kontrolle. Weiteren 

Einfluss haben auch die Dareichungsform des MICHAEL-Akzeptors und die Konfiguration der 

Doppelbindung.117,118,119,120,121,122 

 

Schema 20: O-Heterozyklensynthese via oxa-MICHAEL-Addition zum THP-Ring 48 aus der Totalsynthese von 
Jerangolid E nach LINDNER et al.102 

Als Beispiel ist die unselektive Zyklisierung via oxa-MICHAEL-Addition aus der Totalsynthese von 

Jerangolid E von LINDNER et al. gezeigt (Schema 20). Die Hydroxygruppe befindet sich im 1,7-

Abstand zum MICHAEL-System und deren Nukleophilie wird erhöht, indem die sterisch 

anspruchsvolle Base KOtBu das Proton abstrahiert, sodass das Alkoholat intramolekular an der 

Doppelbindung angreifen kann. Die Substituenten im entstandenen Pyranring sind alle 

äquatorial ausgerichtet, um mögliche 1,3-Abstoßungen zu vermindern. Ein genereller Nachteil 

der chemischen IMOMA ist, dass wie im Beispiel gezeigt, die Konfiguration an der C2-Position 

nicht kontrolliert werden kann. Diese Position wird in den weiteren Syntheseschritten zu 

einem Prochiralitätszentrum überführt, sodass sich dies für die Synthesroute zum Jerangolid 
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E nicht nachteilig auswirkt.102 

Eine andere Aufbaumöglichkeit von zyklischen Strukturmotiven ist die Ringschlussmetathese, 

die LEE et al. in der Totalsynthese von Ambruticin S nutzten (Schema 21, A). Mit Hilfe eines 

rutheniumbasierten GRUBBS-Katalysators wurde ausgehend vom chiralen Dien 51 der 

Dihydropyranring 52 geschlossen. 

 

Schema 21: O-Heterozyklensynthese (A) via Ringschlussmetathese zum Dihydropyranring 52 aus der Total-
synthese von Ambruticin S nach LEE et al.110 und (B) via Hetero-DIELS-ALDER-Reaktion zum 
Dihydropyranring 55 aus der Totalsynthese von Ambruticin S nach LIU et al.108 

LIU et al. nutzten hingegen in ihrer Totalsynthese von Ambruticin S eine Hetero-DIELS-ALDER-

Reaktion zum Aufbau des Dihydropyrans im Ostfragment (Schema 21, B). Dien 54 und Aldehyd 

53 wurden mit Hilfe eines chiralen Chromkatalysators 56 selektiv zum Dihydropyranring 55 

umgesetzt. Verantwortlich für die Stereoselektivität war der chirale Chromkatalysator 56.108 
 

3.3.2 Enzymatische Synthese von Sauerstoffheterozyklen 

Für die Bildung von Heterozyklen gibt es ebenso vielfältige biosynthetische Methoden. Gerade 

die große Anzahl an unterschiedlichen Möglichkeiten führt zu einem großen Interesse an den 

verantwortlichen Enzymen. HEMMERLING et al. berichteten von sieben grundlegenden 

Biosynthesewegen, die in Tabelle 1 genannt werden.96 Neben der nukleophilen Addition einer 

Hydroxygruppe an Elektrophile wie Epoxide, Carbonylgruppen oder MICHAEL-Akzeptoren, ist 

ein weitere Möglichkeit die Transacylierung eines Thioesters zu einer Hydroxygruppe, sodass 

Lactone gebildet werden können. Ein anderer Weg zur Herstellung von Sauerstoff-

heterozyklen ist die Synthese von Pyranonen mit einem Substituenten an 4-Position durch 

eine Kaskade aus MICHAEL-Addition und Lactonisierung. Eine Acylierung-DIECKMANN-Konden-

sation zwischen ß-Ketothioestern und 2-Hydroxythioestern führt zu 3-Acylfuran-2-onen. Die 

oxidative Zyklisierung nach CH-Aktivierung von Alkylkohlenstoffen ist eine andere Methode 

zum biosynthetischen Aufbau von Sauerstoffheterozyklen. Generell können nach der Sauer-
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stoffheterozyklenbildung weitere Prozessierungen zu komplexen Naturstoffen erfolgen.96 

Auch hier wird auf drei konkrete Beispiele zur Herstellung von Sauerstoffheterozyklen 

eingegangen. Als erstes Beispiel ist ein Ausschnitt aus der Biosynthese von Actinorhodin (60) 

gezeigt. Actinorhodin (60) ist ein antibiotisch wirksames PKS-Typ II Produkt, das von Strepto-

myces coelicolor gebildet wird. Die Hydroxygruppe in 57 greift in dem Fall nukleophil die 

Carbonylgruppe unter Bildung des Halbacetals 58 an gefolgt von der vinylogen Dehydrati-

sierung zum Pyranring 59 katalysiert von ActVI-1 und ActVI-2 (Schema 22). Durch weitere 

Tailoring-Prozesse entsteht das finale Actinorhodin (60).105 

 

Schema 22: Ausschnitt des enzymatischen Aufbaus des Pyranrings 59 in der Biosynthese von Actinorhodin 
(60).105 

Der am häufigsten vorkommende Reaktionstyp zum biochemischen Aufbau von Sauerstoff-

heterozyklen ist die nukleophile Epoxidöffnung, wie in der Biosynthese von Mupirocin, ein 

klinisch wichtiges Antibiotikum gegen Gram-positive Bakterien, das aus Pseudomonas 

fluorescens isoliert wird.  

 

Schema 23: Ausschnitt des enzymatischen Aufbaus des Tetrahydropyranrings 65 in der Biosynthese von 
Pseudomonsäure A (66).123
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Es besteht aus einem Mix an Pseudomonsäuren, wobei Pseudomonsäure A (66) die Haupt-

verbindung ist.100,124,125 In der Biosynthese von Pseudomonsäure A (66) katalysiert MmpE die 

Epoxidbildung an der Doppelbindung C10 und C11 zu Epoxid 62. Die Rieske-Oxygenase MupW, 

Ferrodoxin-Dioxygenase MupT und Epoxidhydrolase MupZ katalysieren die Dehydrierung, die 

Epoxidierung an C8 und C16 und die regioselektive Ringbildung zum hydroxylierten THP-Ring 

65. Dieses Intermediat wird durch weitere Enzyme final zu Pseudomonsäure A (66) prozessiert 

(Schema 23).100,123,126 

Eine weitere Möglichkeit zur Bildung von Sauerstoffheterozyklen läuft über eine intra-

molekulare oxa-MICHAEL Additionen an einem h ,ß-ungesättigten Thioesterintermediat. Dies 

führt zu einem Sauerstoffheterozyklus mit bis zu zwei neuen Stereozentren. Ein Beispiel ist die 

Herstellung des Pyranrings im Ostfragment von Ambruticin S (70, Schema 24). AmbDH3 

katalysiert als bifunktionale Domäne sowohl die Dehydratisierung als auch die Zyklisierung, 

worauf in Kapitel 3.4.3 genauer eingegangen wird.103 Ambruticin S (70) gehört den 

Naturstoffen der Polyketide an, deren Produkte eine enorme Bedeutung für die Medizin und 

Pharmakologie haben. 

 

Schema 24: Ausschnitt des enzymatischen Aufbaus des Tetrahydropyranrings 69 in der Biosynthese von 
Ambruticin S (70).103 

 

3.4 Polyketide 

Zwei Gruppen von Naturstoffen können im Wesentlichen unterschieden werden: primäre und 

sekundäre Metabolite. Erstere werden im Rahmen des Primär- oder Grundstoffwechsels 

gebildet und kommen ubiquitär vor. Dazu zählen Fettsäuren, Proteine, Nukleinsäuren und 

deren Bausteine. Sekundäre Naturstoffe werden nur in bestimmten Organismengruppen 

gefunden. Zu dieser Naturstoffklasse zählen unter anderem Polyketide.97 Sie stellen eine 

vielfältige Gruppe von Naturstoffen aus Pflanzen, Pilzen und Bakterien dar, die Verbindungen 

mit verschiedenen Strukturen umfasst wie z.B. Polyene, Endiine, Polyether oder Makrolide. 

Diese strukturellen Unterschiede spiegeln die Vielfalt ihrer biologischen Eigenschaften und 

damit ihre Bedeutung für die Medizin und Pharmakologie wider. Als Quelle neuer Therapeuti-
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ka werden diese als Antibiotika, Antiparasitika oder Immunsuppressiva eingesetzt und 

besitzen zudem tumorhemmende oder cholesterinsenkende Eigenschaften.127,128 Ery-

thromycin (71) ist einer der bekanntesten Vertreter der Makrolid-Antibiotika (Abbildung 4).129  

Polyketide stellen aufgrund ihrer pharmakologischen Bedeutung ein interessantes 

Forschungsgebiet dar. Das Verständinis der Biosynthesewege hin zu solch komplexen 

Strukturen kann zusammen mit den technologischen Fortschritten im Protein Engineering und 

Methoden der Molekularbiologie die Entwicklung neuer Wirkstoffe weiter vorantreiben und 

zu neuen Erkenntnissen führen. 

 

Abbildung 4: Strukturen verschiedener Polyketide: Actinorhodin (60), Erythromycin A (71) und Resveratrol 
(72).127,130 

 

3.4.1 Biosynthese der Polyketide  

Polyketide werden von multifunktionalen Enzymkomplexen, Polyketidsynthasen (PKS), 

hergestellt, die den Synthasen der Fettsäurebiosynthese (FAS) stark ähneln. PKS katalysieren 

die Bildung strukturell vielfältiger Naturstoffe ausgehend von einfachen Bausteinen wie 

Essigsäure oder Propionsäure durch das Aneinanderreihen unterschiedich prozessierter C2-

Einheiten. PKS sind in einzelne Module aufgeteilt, wobei sich ein Modul aus einem Satz von 

Standard- und optionalen Domänen zusammensetzt. Die Domänen lassen sich auch in 

katalytische und Carrier-Domänen unterteilen. Erstere führen die Reaktionen durch und 

letztere wie Acyl-Carrier-Proteine (ACP) binden die Zwischenprodukte. Der entscheidende 

Schritt der Kettenverlängerung aller PKS-katalysierten Reaktionen ist die sequenzielle, 

decarboxylierende CLAISEN-Kondensation.131,132 Abhängig von der Struktur und Wirkungsweise 

gibt es verschiedene Typen von PKS, wobei das Augemerk dieser Arbeit auf den Typ I PKS liegt.
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Typ I 

In Typ I-PKS-Systemen sind die katalytischen Domänen linear angeordnet und innerhalb 

großer multifunktioneller Enzyme kovalent verknüpft. Die Kohlenstoffkette wird durch jedes 

Modul und die einzelnen Domänen verlängert, indem das Substrat wie an einem Fließband 

die einzelnen Domänen durchläuft und das Produkt am Ende abgespalten wird. Die Typ I PKS 

Produkte sind meist hoch funktionalisiert und reduziert.133 Die Zahl der Module korreliert mit 

der Zahl der Erweiterungszyklen, die von der Polyketidsynthase ausgeführt werden. Dieser 

Zusammenhang wird Kollinearität genannt. Alle natürlichen Polyketide zeigen ähnliche 

Konfigurationsmuster auf, obwohl die Zahl der möglichen komplexen Polyketidprodukte groß 

ist.134,135 Zu den Standardomänen der modularen Typ I PKS zählen das phosphopante-

theinylierte ACP, die ß-Ketoacylsynthase (KS) und die Acyltransferase (AT)-Domäne. Carrier-

Proteine, wie die ACP-Domäne, müssen zuerst durch eine post-translationale Phospho-

pantetheinylierung von der inaktiven apo- in die aktive holo-Form (74) überführt werden 

(Schema 25).136 

 

Schema 25: Post-translationale Phosphopantetheinylierung von der inaktiven apo- in die aktive holo-Form 
(74).136 

Ein nukleophiler Angriff der Serin-Seitenkette des ACPs am Coenzym A (CoA) 73 spaltet das 

Pyrophosphat und das 4´-Phosphopantethein wird auf das ACP übertragen. Die Phospho-

pantetheinyl-Transferase (PpT) katalysiert die Transformation.136 

Das Polyketidrückgrat wird durch die Standarddomänen aufgebaut.   

Im Lademodul wählt die AT abhängig von ihrer Sequenz die Starteinheit bzw. den 

Verlängerungsbaustein aus. Die Acylgruppe wird so zu Beginn auf eine Serin-Seitenkette der 

AT-Domäne transacyliert, bevor diese auf das Thiol der holo-ACP übertragen wird (Schema 

26).137,138
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Schema 26: Lademodul und Kettenverlängerung der Polyketidsynthase Typ I. Im Lademodul wird die ACP-
Domäne von der AT-Domäne mit dem Startbaustein beladen. An der Kettenverlängerung sind 
die AT-, ACP- und KS-Domänen beteiligt.139,140 

Fließbandartig-arbeitende Polyketidsynthasen können in cis-AT- und trans-AT-PKS unter-

schieden werden, abhängig davon, ob AT-Domänen in Modulen integriert sind oder ob sie als 

freistehende Enzyme agieren. In cis-AT-PKS ist die modulinterne AT-Domäne in der Anordnung 

der Enzyme integriert. In trans-AT-PKS liegen die AT-Domänen als alleinstehende Enzyme vor, 

sodass eine oder mehrere ACPs durch freistehnde ATs beladen werden. Während in cis-AT-

PKS oft die oben beschriebene Kollinearität zum Tragen kommt, passt die Architektur der 

Module in trans-AT-PKS oft nicht mit der Struktur des resultierenden, verlängerten Inter-

mediats zusammen.141,142,143 

Die Verlängerungseinheit schließt die KS-, AT- und ACP-Domänen ein, die an dem 

entscheidenden Schritt aller PKS beteiligt sind: einer sich wiederholenden decarboxylativen 

CLAISEN-Thioester-Kondensation einer aktivierten Acyl-Starteinheit mit einer Verlängerungs-

einheit (in Schema 26 Malonyl-CoA). Zuerst wird in Schritt I die AT-Domäne mit einem 

Malonylbaustein beladen, bevor in Schritt II und III die Transacylierung der Kette auf die KS-

Domäne und die Transacylierung der Malonyleinheit auf das ACP erfolgen. Abschließend 

findet die Kettenverlängerung durch die decarboxylative CLAISEN-Thioester-Kondensation 

(Schema 26) statt.127,132 Die Polyketidkette wurde somit um zwei Kohlenstoffatome verlängert 
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und ist an die KS des nachfolgenden Moduls gebunden. Das Polyketidrückgrat kann 

anschließend durch Wiederholungen der CLAISEN-Kondensation schrittweise verlängert wer-

den oder durch die optionalen Domänen (sog. reduktive Schleife, Schema 27), wie die 

Ketoreduktase (KR), Dehydratase (DH) und Enoylreduktase (ER), funktionalisiert werden.  

 

Schema 27: Reduktive Schleife: die optionalen KR-, DH- und ER-Domänen reduzieren die ß-Ketoverbindung 
75 bei einer kompletten reduktiven Schleife vollständig. 

Die KR-Domäne addiert formal Wasserstoff an das ß-Keton 75. Diese bestimmt dabei sowohl 

die Selektivität der Hydridaddition als auch bei einer Methylierung die optionale 

Epimerisierung der h -Position. Die DH-Domäne eliminiert Wasser an den Positionen C2 und 

C3 von 76. Die Abstraktion erfolgt formal als syn-Eliminierung zum Alken 77. Die ER-Domäne 

addiert formal Wasserstoff an die Positionen C2 und C3 des Alkens 77 in einer MICHAEL-

Addition des Hydrids und einer anschließenden Enolatprotonierung zum Alkan 78 (Schema 

27).133,144,145,146 Zusätzliche Enzymdomänen wie z.B. Oxidase- (Ox) und Halogenase (Hal)-

Domänen oder Pyransynthasen (PS) erweitern die Modifizierungsmöglichkeiten der Polyketid-

kette. Nach abgeschlossener Verlängerung des Polyketidrückgrates wird die Polyketidkette 

vom letzten Modul der Typ I PKS durch eine Thioesterase (TE)-Domäne abgespalten. Dies 

geschieht durch Hydrolyse mit Wasser unter Bildung einer freien Carbonsäure oder durch 

einen intramolekularen nukleophilen Angriff einer Amino- oder Hydroxygruppe unter Bildung 

eines Laktams oder Laktons. Weitere Modifizierungen des abgespaltenen Polyketids wie Gly-

kosylierung oder Halogenierung können durch Tailoring-Enzyme erfolgen.96,127,147,148 

Typ II 

In Typ II PKS liegen die katalytischen Komponenten als Komplexe diskreter und mono-

funktioneller Enzyme vor und können in Bakterien gefunden werden. Ein minimaler Satz von 

iterativ wirkenden Enzymen wird für den Typ II Polyketidaufbau benötigt. Eine ,,minimale 

tY{ά ōŜǎǘŜƘǘ ŘŀōŜƛ ŀǳǎ ŘŜǊ !/t-Domäne, die als Anker der wachsenden Kette dient, und zwei 

KS-Einheiten (KSh und KSß; ŀǳŎƘ ΣΣŎƘŀƛƴ ƭŜƴƎǘƘ ŦŀŎǘƻǊά ό/[Cύ ƎŜƴŀƴƴǘύΦ 5ƛŜǎŜ ƪŀǘŀƭȅǎƛŜǊŜƴ ŘƛŜ 

iterativ decarboxylative Kondensation von Malonyl-CoA-Einheiten mit Acylstarteinheiten. 

Daran aufbauend sorgen weitere PKS-Untereinheiten wie Zyklasen (Zyk) für das spätere 

Faltungsmuster. Die Produkte der Typ II PKS sind meist aromatisch und stark funktionalisiert, 

wie beispielsweise Actinorhodin (60).127,139,140,149,150,151
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Typ III 

Ebenso aromatisch, aber weniger stark funktionalisiert sind die Produkte der Typ III PKS, wie 

z.B. Resveratrol (72, Abbildung 4). Sie gehören zur Gruppe multifunktioneller Enzyme vom 

Chalcon- oder Stilben-Typ, weswegen sie auch CHS-ähnliche PKS genannt werden. Sie benöti-

gen kein ACP, sondern CoA-gebundene Thioestersubstrate. Typ III PKS sind in Pflanzen, Bak-

terien, Braunalgen und Pilzen zu finden.149,152,153,154,155,156 

Neben diesen PKS-Typen gibt es auch Polyketid-Peptid-Hybrid-Metabolite (Typ I PKS 

gebunden an nicht-ribosomale Peptidsynthase (NRPS)-Module) oder gemischte Polyketid-Bio-

synthesewege (z.B. Typ III/Typ I, Typ I/Typ II).133,149 

 

3.4.2 Polyketid-Ketoreduktasen 

Polyketidsynthase-Ketoreduktasen sind Teil eines multifunktionalen Enzyms und gehören zur 

großen Familie von Enzymdomänen, die über eine Nicotinamidadenindinukleotid (NAD oder 

NADP)-abhängige Oxidoreduktase-Aktivität verfügen, den sog. SDR (short-chain dehydro-

genases/reductases). KR reduzieren stereoselektiv die ß-Ketofunktion eines zuvor aufge-

bauten ß-Ketoacylintermediates. Sie bestimmen dabei nicht nur die Stereochemie der 

ß-Position, sondern auch im Fall verzweigter Substrate die der benachbarten h -Position.132,157 

Dabei wird zwischen drei Typen von Ketoreduktasen unterschieden (Schema 28).  

 

Schema 28: Stereochemisch unterschiedliche Produkte durch die unterschiedlichen KR-Typen.149,157
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A-Typ Ketoreduktasen führen zu L-konfigurierten Alkoholen und B-Typ Ketoreduktasen zu  

D-konfigurierten Alkoholen. C-Typ Ketoreduktasen führen zu keiner Reduktion. Eine weitere 

Unterteilung neben den A-, B- und C-¢ȅǇŜƴ ŜǊŦƻƭƎǘ ƴŀŎƘ ŀǊŀōƛǎŎƘŜƴ ½ŀƘƭŜƴΦ 9ƛƴŜ ΣΣлά ǿƛǊŘ ŀƴ 

den Buchstaben A oder B gehängt, wenn die ß-Position reduziert wurde ohne das Vorhanden-

sein einer Methylgruppe an der -htƻǎǘƛƻƴΦ ¢ǊŅƎǘ ŘƛŜ ʰ-Position eine D-Konfiguration und 

wurde nicht epimerisiert, wird eine ΣΣмά ŀƴ ŘŜƴ .ǳŎƘǎǘŀōŜƴ ƎŜŦǸƎǘΦ 9ƛƴŜ ΣΣнά ǿƛǊŘ ŀƴƎŜƘŅƴƎǘΣ 

ǿŜƴƴ ŘƛŜ ʰ-Position epimerisiert wurde und damit eine L-Konfiguration aufweist. Es ergeben 

sich A0-, A1-, A2-, B0-, B1-, B2-, C1- und C2-Typen, die in Schema 28 gezeigt sind.132,146,157,158,159 

KR-Domänen besitzen eine N-terminale, strukturelle Domäne und eine C-terminale, 

katalytische Domäne, die von der strukturellen Domäne stabilisiert wird.160 Die Domänen 

stehen in Kontakt mit dem Substrat und haben Einfluss auf die Selektivitäten. Der Cofaktor 

NADPH wird über mehrere konservierte Aminosäuren gebunden, die sich im aktiven Zentrum 

der katalytischen Domäne in einer ROSSMANN-Faltung befinden können.160 

 

Schema 29: Vergleich der unterschiedlichen Eintritte der Substrate in das aktive Zentrum: bei A-Typ KR von 
der südöstlichen Seite; bei B-Typ KR von der nordwestlicehn Seite; Reduktion durch 
unterschiedliche Ketoreduktasen-Typen zu L- und D-konfigurierten ß-Hydroxyintermediaten 
(84); in Anlehnung an KEATING-CLAY und BONNETT.157,161 

Die konservierten Aminosäurereste stehen in direktem Zusammenhang mit der Stereo-

spezifität der KR. Das Polyketidintermediat 83 wird in A-Typ KR von der linken Seite 

(südöstlichen Seite SE, Schema 29) in die aktive Seitentasche eingeführt, wobei es von einem 

konservierten Tryptophan gelenkt wird. In B-Typ KR wird das Polyketidintermediat von der 

rechten Seite (nordwestlichen Seite) in die aktive Seitentasche dirigiert, wobei es von einem 

LDD-Motiv (Aminosäuretriade aus Leucin und zweimal Asparaginsäure) gelenkt wird. Dies 

führt letztlich zur 2L-Konfiguration beim A-Typ und zur 2D-Konfiguration beim B-Typ. Die 

unterschiedliche Bindung der Substrate in dem Tunnel führt so zu den unterschiedlichen 

Hydroxygruppenorientierungen. Anders ausgedrückt sorgt ein konserviertes Tryptophan bei 

A-Typ KR bei dem ACP-angebundenen Polyketidintermediat für eine solche Bindung im 
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aktiven Zentrum, dass die Re-Seite der ß-Ketogruppe 83 dem reaktiven NADPH-Hydrid 

gegenüber ist. Das Leucin des LDD-Motivs führt bei B-Typ KR zu solch einer Bindung des 

terminalen Phosphopantetheinylarms, dass die Si-Seite der ß-Ketogruppe 83 dem reaktiven 

NADPH-Hydrid gegenüber liegt. Weitere solcher charakteristischer Sequenzen bzw. Amino-

säurereste, die bei der Einführung des Polyketids in die aktive Tasche eine Rolle spielen, ist 

der dritte Rest vor dem katalytischen Tyrosin (oft Histidin in A2-Typen, Leucin bei B2-Typen 

und Glutamin bei A1- und B1-Typen) und der zweite nach dem katalytischen Tyrosin (oft Prolin 

bei B2-Typen). Wie sehr sie jedoch bei der Regulierung der Stereokontrolle helfen, ist noch 

unbekannt. Das katalytische Tyrosin fehlt den C1-Typ KR, weswegen sie nicht reduzieren. C2- 

Typ KR besitzen das katalytische Tyrosin, aber ihnen fehlt eine NADPH-Bindungsseite. Sie 

führen zu einer Epimerisierung der h-Position.139,146,157,158,159,160,161,162,163,164 

In vitro-Studien mit isolierten, rekombinanten hergestellten KR-Domänen sind wichtig für die 

Ermittlung ihrer Struktur-Funktionsbeziehung, Stereoselektivität und Substratspezifität. Die 

Stereoselektivität hängt von der Gegenwart der N-Acetylcysteaminthioester (SNAC)-Funk-

tionalität ab (86, Abbildung 5). Das Substrat ist während der PKS-Biosynthese über einen 

Phosphopanthethein-Rest kovalent an das ACP gebunden, welches das Substrat durch die 

verschiedenen Domänen und Reaktionen führt. Eine SNAC-Einheit am Substrat imitiert den 

Panthetheinterminus des ACPs (85) und sorgt so für die richtige Substratorientierung in der 

aktiven Tasche.165,166,167 

 

Abbildung 5: Vergleich Pantethein-Rest und SNAC-Einheit. 

Die Stereoselektivität der KR hängt auch maßgeblich von der Struktur und Größe des 

Substrates und der KR-Position in der PKS ab. KEATING-CLAY et al. zeigten, dass KR in früheren 

Modulen kleinere Substrate akzeptieren und umsetzen, während KR in höheren Modulen 

größere Substrate reduzieren.157,165,168 Viele KR-Domänen wurden mit Substraten getestet, die 

Di-, Tri- oder Tetraketid-SNAC-Thioester einsetzen. Wenige Studien mit Substratvorläufern für 

KR-Domänen von späten PKS-Modulen sind bekannt. Ein Grund dafür ist vor allem die heraus-

fordernde Synthese hin zu solchen Molekülen.165,166,169,170,171,172,173,174 
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3.4.3 Ambruticine - AmbDH3 

Ein Beispiel der Typ I PKS ist die modulare Biosynthese der Ambruticine. Diese sind reduzierte 

Polyketid-Natrustoffe, die vom Myxobakterium Sorangium cellulosum So ce 10 produziert 

werden. Die Naturstoffe unterscheiden sich durch das Substitutionsmuster an C1 und C5 

(Abbildung 6) und besitzen interessante Strukturmotive: ein Dihydropyranring als Ostfrag-

ment, eine Methylcyclopropanring, ein 1,4-Dienyl-Seitenkette und einen THP-Ring im West-

fragment. 

 

Abbildung 6: Struktur der Ambruticine mit unterschiedlichem Substitutionsmuster an C1 und C5.175 

Ambruticin S (70) war der erste dieser Naturstoffe, der 1977 isoliert wurde, gefolgt von der 

Aufklärung der Struktur.175,176,177,178,179 

Ambruticine sind wegen ihrer antimykotischen Wirkung sehr interessante Leitstrukturen für 

die Wirkstoffforschung. Durch das Eingreifen in den high- osmolarity- glycerol (HOG)-

Signalweg kommt es zur Akkumulation von Glycerol und freien Fettsäuren in den Zellen. Bleibt 

die externe Osmolarität gering, führt dies zu einer erhöhten Membranpermeabilität und somit 

zum Zelltod. Erst kürzlich konnten MARCOS-TORRES et al. eine weitere biologische Aktivität für 

Ambruticin VS-3 nachweisen, indem die Produktion von Ambruticin VS-3 S. cellulosum einen 

Selektionsvorteil gegenüber anderen Myxobakterien verschafft.180,181 

Die Biosynthese der Ambruticine wurde 2006 von JULIEN et al. basierend auf Gencluster-

analysen postuliert (Schema 30).107 Das Substrat ist dabei ACP gebunden und durchläuft so die 

einzelnen PKS-Module. Starteinheit ist Propionyl-CoA und während der ersten fünf Module 

werden zwei Methylmalonyl-CoA und drei Malonyl-CoA Einheiten als Verlängerungseinheiten 

eingebaut. Eine Besonderheit ist dabei die Bildung des Sauerstoffheterozyklus. BERKHAN et al. 

untersuchten dafür AmbDH3 und AmbDH4, die beiden Dehydratase-Domänen aus Modul 3 

und 4 der Ambruticin-Biosynthese, genauer und konnten für AmbDH3 eine Bifunktionalität 

nachweisen. AmbDH3 katalysiert sowohl die Dehydratisierung des 2D,3D-konfigurierten 

Vorläufers 67 zum (E)-Alken 68 als auch die Zyklisierung via oxa-MICHAEL-Addition. In Modul 4 

laufen die Verlängerung, h -Methylierung und der Doppelbindungsshift mit Hilfe der 

Methyltransferase AmbM ab. In vitro Enzymaktivitätstests zeigen, dass AmbDH4 eine drei-

fache Aktivität besitzt und demnach als Dehydratase, Epimerase und Enoylisomerase (EI) 

agiert. Die finalen Ambruticine werden nach weiteren Verlängerungsschritten sowie nach Ab-
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spaltung des Polyketids und folgenden Tailoring-Prozessen erhalten.103,107,182,183 

 

Schema 30: Biosynthetischer Aufbau des Ostfragments von Ambruticin (70) nach BERKHAN et al. und JULIEN 
et. al.103,107 

Während der Biosnthese der Ambruticine kommt der in unserem Arbeitskreis untersuchten 

bifunktionellen Dehydratese/Zyklase AmbDH3 besondere Aufmerkamkeit als Biokatalysator 

zu. Denn AmbDH3 kontrolliert bei dieser Reaktion den stereospezifischen Aufbau zweier 

benachbarter Stereozentren an C2 und C3. Die Konfigurationen an C6 und C7 des Vorläufers 

68 sind zudem für die Aktivität des Enzyms entscheidend, da überwiegend nur (6S,7R)-68 in 

den entsprechenden THP-Ring 69 über eine intramolekuare oxa-MICHAEL Addition umge-

wandelt wird. Die verfügbaren Methodologien für chemische IMOMA Reaktionen zeigen 

aktuell an mehreren Stellen Verbesserungsbedarf. Die bestehenden chemischen Synthesen 

erlauben nur eine diastereoselektive Synthese und eine geringe Vorhersagbarkeit der Pro-

duktkonfiguration, wobei die an Position C2 nicht kontrollierbar ist. AmbDH3 kontrolliert 

jedoch auch dieses Stereozentrum.103,184  

Die Kristallisation von AmbDH3 mit einer Auflösung von 1.17 ᴠ erlaubt die Analyse des aktiven 

Zentrums sowie die Lage der einzelnen Sekundärstrukturen. AmbDH3 weist eine Doppel-

Hotdog-Faltung auf, wobei zwei h -Helices von einem ß-Faltblatt umschlossen werden. Die 

Ausrichtung der h-Helices stellt einen großen Unterschied zu anderen DH-Domänen dar: sie 

ist bei AmbDH3 kürzer und um 90 ° verdreht. Außerdem liegt AmbDH3 als Monomer und nicht 

wie andere DH-Domänen als Dimer vor.185 Die Analyse des aktiven Zentrums zeigt, dass neben 

der üblichen katalytischen Diade für die Dehydratisierung eine Mutation der Aminosäure an 

Position 173 entscheidend für die Zyklaseaktivität ist. Denn hier befindet sich ein Valin anstelle 

der sonst oft vorhandenen großen und hydrophilen Aminosäuren Histidin 
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und Tyrosin, was zu einer Vergrößerung des aktiven Zentrums führt. Detaillierte Untersuch-

ungen wurden in Form von Punktmutationsstudien mit V173A, V173H, V173Y und V173L 

durchgeführt und zeigten, dass Y173 und H173 die Aktivität in Richtung Dehydratisierung 

verschieben. Kleinere Aminosäuren wie Alanin und Leucin führen im Vergleich zu sterisch an-

spruchsvollen, polaren Seitenketten wie Tyrosin und Histidin zu einer größeren aktiven Tasche 

und mehr Platz für hydrophobe Wechselwirkungen, sodass sich das Rückgrat des Substrats 

falten und somit die Zyklisierung stattfinden kann. Das gebogene Rückgrat des Substrats 

würde im Falle der Seitenketten wie Tyrosin oder Histidin im aktiven Zentrum mit diesen kolli-

dieren, was eine Zyklisierung ausschließt. Der Mechanismus mit der katalytischen Diade ist in 

Schema 31 gezeigt. 

Die Reste H51 und D215 binden das Substrat und führen durch Säure-Base-Katalyse zur 

Dehydratisierung zum Intermediat 89. Es folgt die Abstraktion des Protons durch D215 gefolgt 

von der intramolekularen oxa-MICHAEL-Addition zum cis-THP-Ring 18.185 

 

Schema 31: Mechanismus der AmbDH3-katalysierten Dehydratisierung und Zyklisierung zum THP-Ring 
18.185 

Der Einsatz von AmbDH3 als Biokatalysator wurde von HOLLMANN et al. gezeigt: eine 

Substratbibliothek von 20 verschiedenen Surrogaten wurde erstellt und jedes Substrat wurde 

mit AmbDH3 umgesetzt. Die zu erwarteten (2R,3R)-selektiven vicinalen Stereozentren des 

THP-Rings wurden mit Ausbeuten zwischen 18 und 100% erhalten. Pyran-, Furan- und Dioxan-

ringe konnten so selektiv hergestellt werden (Schema 32). Außerdem konnte eine kinetische 

Racematspaltung durchgeführt werden, was die Selektivität von AmbDH3 unterstreicht. Die 

Arbeiten zeichnen sich zudem durch das upscaling auf einen präparativen Maßstab (1 g), der 

erfolgreichen Immobilisierung als cross-linked enzyme aggregates (CLEA) und dem Einsatz in 

der Totalsynthese von (-)-Centrolobin aus.184,186 

 

Schema 32: AmbDH3 katalysiert als Biokatalysator die Reaktion verschiedene Substrate in die 
entsprechenden THP- und THF-Ringe und bringt dabei weitere Vorteile als Biokatalysator mit 
sich.184,186
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4 ZIELSETZUNG 

Enzyme besitzen als Biokatalysatoren in der organischen Synthese mehrere Vorteile wie 

umweltfreundliche und wirtschaftliche Reaktionen und hohe Chemo- und Stereoselektivi-

täten. Die enzymatische Domäne AmbDH3 katalysiert in nur einem Schritt den Aufbau von bis 

zu vier Stereozentren bei der Herstellung von THP-Ringen via einer IMOMA-Reaktion. Die 

Stereoselektivität und Differenzierung von Vorläuferstereoisomeren von AmbDH3 sind dabei 

besonders erwähnenswert. Frühere Arbeiten beschäftigten sich mit der biochemischen 

Untersuchung von AmbDH3, dem Aufstellen einer Substratbibliothek zur Untersuchung der 

Substrattoleranz, der Skalierbarkeit oder der Immobilisierung des Enzyms.  

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung und Verbesserung des synthetischen Potenzials von 

AmbDH3, um einen einfachen Zugang zu chiralen O-Heterozyklen zu ermöglichen. Dabei sollte 

eine (chemo)enzymatische Kaskadenreaktion entwickelt werden, die eine Eintopfreaktion von 

chiralen THP-Ringen mit drei Stereozentren ausgehend von prochiralen 7-Ketothioestern 4 

erlaubt. Kurze, skalierbare Routen zur Synthese dieser 7-Ketothioester 4 sollten geplant 

werden, welche die notwendige Flexibilität zur Synthese einer Bibliothek an Vorläuferderi-

vaten ermöglichten. Ein THC oder eine ADH sollten für die Reduktion der Ketone 4 zu den 

(R)-konfigurierten Alkoholen 5 genutzt werden, gefolgt von der AmbDH3-katalysierten 

IMOMA-Reaktion zu chiralen THP-Ringen 6 (Schema 33). Entscheidend dafür sollten die 

Untersuchungen der Substrattoleranz der THCs oder ADHs im Hinblick auf die Thioester sowie 

die Kompatibilität der beiden Katalysatoren mit AmbDH3 und den Reaktionsbedingungen sein.  

 

Schema 33: Im Rahmen dieser Arbeit zu entwickelnde Kaskadenreaktion aus einer THC- oder ADH-kataly-
sierten Reduktion und einer AmbDH3-katalysierten IMOMA-Reaktion zu chiralen THP-Ringen 6 
ausgehend von 7-Ketothioestern 4. 
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Bei erfolgreicher Reduktion von Ketonen zu den (R)-konfigurierten Alkoholen mit einem 

hohen Umsatz und ee-Wert sollten die besten THCs und ADHs mit AmbDH3 in einer Kaskaden-

reaktion kombiniert werden. Sollten die Ergebnisse dieser Kaskade vielversprechend ausfallen, 

soll dieses System in weiteren Syntheseprojekten chiraler O-Heterozyklen eingesetzt werden. 

Für die Bestimmung der absoluten Konfiguration der (R)-konfigurierten Alkohole sollte ein 

chirales Derivatisierungsreagenz (CDA) verwendet werden. Zuerst sollte deswegen 9-AMA 94 

als CDA synthetisiert und dessen bisher noch nicht demonstrierte Anwendbarkeit mit ein-

fachen Alkoholen sowie mit den Produkten enzymatischer Reaktionen wie SNAC-3- oder 7-

Hydroxythioestern (90-93) untersucht werden. (Abbildung 7).  

 

Abbildung 7: (R)-9-AMA 94 als CDA zur Bestimmung der absoluten Konfiguration einfacher und enzymatisch-
er Produkte in dieser Arbeit. 
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5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

5.1 Chirales Derivatisierungsreagenz 9-AMA 

Stereochemie spielt in chemischen, biologischen und pharmazeutischen Bereichen eine 

wichtige Rolle. Wie in Kapitel 3.2 erwähnt, weist jedes Enantiomer einer chiralen Verbindung 

unterschiediche biologische Aktivität auf, sodass die richtige Konfiguration der Stereozentren 

entscheidend ist (Contergan in den 1950er Jahren).28 Deswegen sind neben der Entwicklung 

von Methoden zur Gewinnung von enantiomerenreinen Verbindungen auch Methoden zur 

Bestimmung der absoluten Stereochemie von großem Interesse. Die bekanntesten Methoden 

sind die Röntgenkristallstrukturanalyse, chiroptische Methoden (wie Circulardichroismus), 

optische Rotationsdispersion (ORD) und NMR-Spektroskopie. Letztere Technik bringt folgende 

Vorsteile mit sich: sowohl feste als auch flüssige Proben können untersucht werden, da die 

Analyse in Lösung durchgeführt wird; nur eine kleine Menge der zu untersuchenden Probe 

wird benötigt, die auch wiederverwendet werden kann und die dafür nötigen Geräte sind in 

sehr vielen Laboren und Forschungseinrichtungen vorhanden.187   

Zwei Ansätze sind für die Bestimmung der absoluten Konfiguration mittels NMR-Spek-

troskopie bekannt: chiral solvating agent (CSA) und chiral derivatizing agent (CDA). NMR-

Spektren zweier Enantiomere sind in einem achiralen Lösemittel nicht unterscheidbar, erst 

wenn sie in Diastereomere umgewandelt wurden. In beiden Fällen (CSA und CDA) spielt die 

chemische Verschiebung der Signale der Diastereomere eine entscheidene Rolle zur 

Bestimmung der absoluten Konfiguration. Im Falle von CSAs wird die Probe in einem chiralen 

Umfeld, welches das CSA erzeugt, untersucht. Das zu untersuchende Substrat wechselwirkt 

mit dem chiralen Auxiliar durch nicht-kovalente Wechselwirkungen wie Wasserstoffbrücken-

bindungen, Ionen-Ionen-, Dipol-Dipol- oder -̄ -̄Wechselwirkungen. Der Vorteil liegt in der 

einfachen Zugabe des CSAs ohne einen weiteren Derivatisierungsschritt. Gleichzeitig sind die 

Wechselwirkungen jedoch nur schwach, was zu kleineren chemischen Verschiebungen im 

NMR-Spektrum führt und somit auch zu einer schwierigen Auswertung und Bestimmung der 

absoluten Konfiguration. Im Falle von CDAs findet eine kovalente Verknüpfung zwischen dem 

zu untersuchenden Substrat und dem CDA statt, was zu einer größeren konformationellen 

Rigidität führt und somit auch zu deutlicheren Unterschieden in den chemischen 

Verschiebungen im NMR-Spektrum.187,188,189,190  

Die CDA-Methode ist die bekanntere und wegweisende Arbeiten dafür erbrachten MOSHER 

und DALE 1973. Die nach ihm benannte MOSHER-Methode umfasst die Umwandlung eines 

sekundären Alkohols in den entsprechenen Ester mithilfe von h -Methoxy- -htrifluormethyl-

phenylessigsäure oder ähnlichen Carbonsäuren mit Arylrest wie Methoxyphenylessigsäure 

(MPA, 95, Schema 34).191,192 Nach und nach wurden neue, effiziente CDAs mit ähnlichem 

Prinzip hergestellt.
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Die CDAs müssen folgende Gruppen besitzen:  

a) eine funktionelle Gruppe A, z.B. eine Carbonsäure, die die kovalente Verknüpfung 

ermöglicht; 

b) eine polare oder sperrige Gruppe R1, die die Konformation fixiert; 

c) eine Gruppe Z, die in der Lage ist, einen raumorientierten und effizienten anisotropen 

Effekt zu erzeugen, der selektiv die Substituenten L1 oder L2 des zu untersuchenden 

Substrats beeinflust, sodass die Abschirmung und Entschirmung und damit die 

chemischen Verschiebungen für L1 und L2 in den beiden Diastereomeren unter-

schiedlich sind. In Schema 34 sorgt der Aromat für den Substituenten L2 für einen 

Abschirmeffekt, sodass die Signale dieses Esters im NMR-Spektrum im Vergleich zum 

freien Alkohol eine chemische Verschiebung ins Hochfeld erfahren.187 

L1 L2

L1 L2

: L2: L1

ppm

ppm

 

Schema 34: (A) Notwendige Gruppen für ein erfolgreiches CDA in Anlehnung an MOSHER-Ester. (B) 
Abschirm- und Entschirmeffekt auf die Substituenten L1 und L2 durch den Aromaten und (C) 
damit verbunden die beispielhaften unterschiedlichen chemischen Verschiebungen im NMR-
Spektrum für die Substituenten L1 und L2 im freien Alkohol und im Ester.187,189 

Die unterschiedlichen chemischen Verschiebungen für L1 und L2 (ɲɻL1/L2) in zwei CDA-Derivaten 

entstehen durch aromatische Abschirmeffekte, die im Falle von MPA durch einen Phenylring 

erzeugt werden, welcher selektiv nur einen der Substituenten in jedem Derivat betrifft. So 

informieren die Abschirmungen, die durch die chemischen Verschiebungen der Reste L1 und 

L2 ɲɻL1/L2 im NMR-Spektrum deutlich werden, über die räumliche Position von L1 und L2 zur 
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aromatischen Gruppe (Schema 34). H-Atome, die in der Ebende des Aromaten liegen, werden 

entschirmt. H-Atome, die vor oder hinter der Ringebene liegen, werden hingegen durch den 

Ringstromeffekt abgeschirmt, der wiederum durch das Vorhandensein eines externen 

Magnetfelds erzeugt wird.188,190  

Die Bestimmung der absoluten Stereochemie durch NMR-Spektroskopie basiert somit auf 

dem selektiven Einfluss der aromatischen Gruppe des CDAs auf einen Substituenten des 

Moleküls. Ein größeres Aromatensystem als beispielsweise in MPA 95 erzeugt einen 

intensiveren Abschirmeffekt und führt zu einer besseren Trennung der Signale und zu deutlich 

größeren Differenzen in der chemischen Verschiebung (ɲɻ). -h(9-Anthryl)- -hmethoxy-

essigsäure (9-AMA 94, Schema 35) ist ein CDA mit einem Anthracensystem, das bis zu viermal 

höhere ɲɻ-Werte liefert als MPA 95. Gründe dafür sind das starke aromatische Magnetfeld 

des Anthracensystems sowie die größere konformationelle Rigidität von 9-AMA 94.193,194 

 

Schema 35: sp- und ap-Konformere des (R)-9-AMA-Esters (oben) und des (S)-9-AMA-Esters (unten).187 

Generell zuverlässige Konfigurationszuweisungen beziehen sich oft darauf, dass ein NMR-

signifikantes Konfomer bevorzugt vorliegt. Auch wenn im Fall eines Esters die Einfachbindung 

rotieren kann, muss der Ester in einer Konformation bevorzugt vorliegen. Um die Kon-

figuration somit vorherzusagen, ist das Wissen über die Struktur und die Hauptkonformere 

der Derivate notwendig. RIGUERA et al. fanden heraus, dass der zentrale Konformationsprozess 

die Rotation um die hC-CO Bindung ist und dass das zu zwei Hauptkonfomeren führt: sp-

Konformere, bei denen die OMe-Gruppe synperiplanar zur Carbonygruppe steht und ap-

Konformere, bei denen die OMe-Gruppe anti zur Carbonylgruppe steht. Die sp-Konformation 

ist die stabilste und die ap-Konformation die am wenigsten stabile Konformation. Schema 35 

verdeutlicht, dass in der sp-Konformation im (R)-9-AMA-Ester L1 abgeschirmt wird, während 

in der ap-Konformation L2 abgeschirmt wird. Für den (S)- 9-AMA-Ester sieht es anders aus. 
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Hier erfährt L2 eine Abschirmung durch den Aromaten in der sp-Konformation und L1 in der 

ap-Konformation. Die Gruppe von RIGUERA konnte auch zeigen, dass das Gleichgewicht auf 

Seiten der sp-Konformation liegt und dass die Energieunterschiede zwischen sp- und ap-

Konformation mit der Größe des Arylrings zusammenhängen. Je größer der Ring, desto stärker 

der aromatische Abschirmeffekt und gleichzeitig desto größer der Energieunterschied 

zwischen sp- und ap-Konformation. Diese beiden Effekte sind verantwortlich, dass 9-AMA 94 

zu größeren ɲɻ-Werten führt als andere CDAs.187,193,195,196 Generell hängt die Stärke der ɲɻ-

Werte von der Natur des aromatischen Systems, der relativen Konformationspopulation 

zwischen sp- und ap-Konformation und der Distanz und Orientierung des Arylrings zum Sub-

strat ab.194  

Für die Bestimmung der absoluten Konfiguration mittels CDA gibt es zwei Hauptverfahren. Im 

ersten Verfahren wird das (unbekannte) Enantiomer separat mit den beiden Enantiomeren 

des CDAs derivatisiert und die 1H-NMR-Spektren der entstehenden Diastereomere werden 

verglichen. Im zweiten Fall wird das Substrat mit einem einzelnen Enantiomer des CDAs 

umgesetzt und das 1H-NMR-Spektrum des entstandenen Diastereomers mit dem des 

Substrats vor der Derivatisierung verglichen. Es müssen immer zwei 1H-NMR-Spektren gegen-

übergestellt werden. Eine schematische Anleitung zum zweiten Verfahren ist in Schema 36 

gezeigt. Zuerst wird ein 1H-NMR-Spektrum des Substrats vor der Derivatisierung 

aufgenommen (Schritt 1). Die Derivatisierung mit einem Enantiomer des CDAs erfolgt 

(Schritt 2), gefolgt von der Aufnahme des 1H-NMR-Spektrums des entstandenen Diasteromers 

(Schritt 3). Anschließend werden die Differenzen der chemischen Verschiebungen der Reste 

L1 und L2 berechnet (Schritt  4), bevor abschließend die Bestimmung der Konfiguration 

stattfindet (Schritt 5).190,197 

 

Schema 36: Verfahren zur Bestimmung der absoluten Konfiguration sekundärer Alkohole unter 
Verwendung eines einzelnen 9-AMA-Enantiomers als CDA. 
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5.1.1 Synthese von 9-AMA 

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration enzymatischer Produkte wie sekundären 

Alkoholen wurde 9-AMA 94 in Anlehnung an eine etablierte fünfstufige Synthesroute von 

FREIRE et al. hergestellt.198 

 

Schema 37: Synthese von rac. 9-AMA 94 nach einer Route von FREIRE et al.198 

In Schema 37 ist die Route bis zur racemischen Carbonsäure 94 gezeigt. Das für den selektiven 

Abschirmeffekt des CDAs verantwortliche und unverzichtbare Strukturmotiv des Aromaten 

wurde im ersten Schritt in einer FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung unter Verwendung von Ethyloxalyl-

chlorid zum Keton 97 eingebaut. Die Ausbeute betrug dabei 94%. Das Keton 97 wurde 

anschließend mit NaBH4 zum Alkohol mit einer Ausbeute von 93% reduziert. Die Überführung 

des Alkohols zum Methylester 98 erfolgte unter Verwendung von Methyliodid und Natrium-

hydrid als Base mit einer Ausbeute von 73%. Nach der Verseifung mit LiOH konnte die 

racemische Carbonsäure 94 mit einer Ausbeute von 73% und einer Gesamtausbeute von 47% 

über vier Stufen erhalten werden.  

Die Isolierung der einzelnen Enantiomere wurde durch eine Kristallisation realisiert.  

 

Schema 38: Diastereomere Kristallisation von rac. 9-AMA zu (R)-9-AMA 94 (links) und (S)-9-AMA 94 (rechts) 
mit enantiomerenreinem Phenylethylamin mit anschließender Freisetzung und Analyse per 
chiraler HPLC unter folgenden Bedingungen: n-Hex/i-PrOH 90:10, 45 min: (R)-9-AMA 94 
tR = 23.1 min, (S)-9-AMA 94 tR = 28.4 min.
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Die verwendeten enantiomerenreinen Amine wurden kommerziell erhalten. Vor deren 

Verwendung wurde deren Enantiomerenreinheit durch Drehwertmessungen bestätigt. 

Anschließend wurde das Racemat 94 mit (R)-Phenylethylamin in Methanol dreimal 

umkristallisiert und abschließend protoniert, um (R)-9-AMA 94 zu gewinnen. (S)-Phenylethyl-

amin wurde verwendet, um (S)-9-AMA 94 zu erhalten. Ausbeuteverluste sind u.a. durch die 

mehrmaligen Kristallisationsschritte erklärbar. So wurde (R)-9-AMA 94 mit einer Ausbeute von 

43% ausgehend vom Racemat 94 erhalten und (S)-9-AMA 94 mit einer Ausbeute von 41%.  

Die Konfiguration wurde durch Drehwertmessung und Analyse per chiraler HPLC bestätigt. 

(S)-9-AMA 94 besitzt einen Drehwert mit positivem Vorzeichen und (R)-9-AMA 94 mit 

negativem Vorzeichen.198 Die Chromatogramme der chiralen HPLC sind in Schema 38 gezeigt. 

(R)-9-AMA 94 besitzt unter den gezeigten Bedingungen eine Retentionszeit von 23.1 min und 

(S)-9-AMA 94 von 28.4 min. Der ee-Wert für (R)-9-AMA 94 beträgt 94% und der für (S)-9-AMA 

94 98%. Zur weiteren Überprüfung der Konfiguration von 9-AMA 94 können die Enantiomere 

mit enantiomerenreinen Alkoholen umgesetzt werden und die chemischen Verschiebungen 

der Signale im Alkohol berechnet und verglichen werden. 
 

5.1.2 Einsatz von 9-AMA zur Konfigurationsbestimmung  

5.1.2.1 Einsatz von 9-AMA als CDA mit enantiomerenreinen Alkoholen 

Das synthetisierte 9-AMA 94 wurde mit enantiomerenreinen, kommerziell erhältlichen 

sekundären Alkoholen umgesetzt, um zum einen die Enantiomerenreinheit der jeweiligen 

9-AMA-Charge zu überprüfen und zum anderen die Anwendung von 9-AMA 94 als CDA für 

spätere Konfigurationsbestimmungen von enzymatischen Produkten zu testen.  

Die Vorgehensweise entspricht der aus Kapitel 5.1 (Schema 36): zuerst wurde ein 1H-NMR-

Spektrum des freien Alkohols aufgenommen, der anschließend mit 9-AMA 94 derivatisiert 

wurde. Das 1H-NMR-Spektrum des Esters wurde mit dem des freien Alkohols verglichen und 

die chemischen Verschiebungen berechnet, um so die absolute Konfiguration des Alkohols 

(und in diesem Falle die von 9-AMA 94) zu bestimmen.   

Bei den enantiomerenreinen, kommerziell erhältlichen Alkoholen handelt es sich um 

(S)-Phenylethanol (25) und um (R)- und (S)-Hydroxybuttersäureethylester (99). In Schema 39 

sind die zu erwartenden Konformere der beiden Ester (S,S)- und (S,R)-100 dargestellt. 9-AMA-

Ester weisen, wie in Kapitel 5.1 erwähnt, bevorzugt eine synperiplanare Konformation auf. 

Daraus resultierend kann eine Erwartung für den Effekt auf die beiden Substituenten 

formuliert werden. Im Falle von (R)-9-AMA 94 sollte der Anthracenring einen abschirmenden 

Effekt auf die Methylgruppe (L2) ausüben, während im Falle von (S)-9-AMA 94 der Phenylring 

(L1) abgeschirmt werden sollte. Somit sollten die Protonensignale der abgeschirmten Substi-
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tuenten im Vergleich zu denen des freien Alkohols chemisch ins Hochfeld verschoben werden.  

 

Schema 39: Stabilste Konformere der (S)- bzw. (R)-9-AMA-Ester (S,S) (oben)- bzw. (S,R)-100 (unten) in 
NEWMAN-Projektion (links) und Keilstrichformel (mittig). Für (S)-Phenylethanol (25) entspricht 
L1 dem Phenylring und L2 der Methylgruppe. 

In Schema 40 sind Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des freien Alkohols 25 und des (S)-9-

AMA-Esters 100 dargestellt und die Bereiche der Phenylsignale (links) und der Methylgruppe 

(rechts) sind farblich hervorgehoben. 

 

Schema 40: Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des freien Alkohols 25 (oben) und des (S,S)-9-AMA-Esters 
100 (unten) für den Bereich der Phenylsignale (A) und der Methylgruppe (B). Die Signale sind 
durch einen farbigen Kasten entsprechend hervorgehoben: Signale des freien Alkohols 25 sind 
mit einem blauen Kasten, die Signale des Substituenten, der stärker ins Hochfeld verschoben 
wurden, mit einem grünen Kasten und die Signale des Substituenten, der eine weniger starke 
chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit einem roten Kasten gekennzeichnet.
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Die Protonensignale der Methylgruppe des freien Alkohols besitzen im 1H-NMR-Spektrum 

eine chemische Verschiebung von 1.51 ppm. Nach Veresterung mit (S)-9-AMA 94 ist dieses 

Signal bei einer chemischen Verschiebung von 1.39 ppm zu finden, sodass das Signal um 

0.12 ppm hochfeldverschoben wurde (Schema 40, B). Für die Berechnung wird der 

Schwerpunkt der jeweiligen Multiplets herangezogen. Der Phenylring wurde vom Anthracen-

ring im (S)-9-AMA-Ester 100 deutlich stärker abgeschirmt mit einem Unterschied der 

chemischen Verschiebung von 0.38-0.73 ppm. In der Mitte von Schema 40 ist das sp-

Konformer mit den entsprechenden Substituenten L1 (Phenylring) und L2 (Methylgruppe) 

dargestellt, in dem der Anthracenring eine abschirmende Wirkung auf den Phenylring ausübt. 

Diese Annahme wird durch die Ergebnisse des Vergleichs der chemischen Verschiebungen 

bestätigt und ist durch die Darstellung des Esters mit den in grün und rot gekennzeichneten 

ɲɻ-Werten neben den entsprechenden Substituenten zusammengefasst (Schema 40, unten 

mittig). Dabei stellen die grünen Werte die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der 

Substituenten dar, die stärker durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst 

wurden und deren Signale damit deutlich stärker ins Hochfeld verschoben wurden. Die roten 

Werte zeigen die Substituenten, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurden. 

Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des freien Alkohols 25 und des (R)-9-AMA-Esters 100 für 

die Ermittlung der unterschiedlichen chemischen Verschiebungen sind in Schema 41 gezeigt. 

 

Schema 41: Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des freien Alkohols 25 (oben) und des (S,R)-9-AMA-Esters 
100 (unten) für den Bereich der Phenylsignale (A) und der Methylgruppe (B). Die Signale sind 
durch einen farbigen Kasten entsprechend hervorgehoben: Signale des freien Alkohols 25 sind 
mit einem blauen Kasten, die Signale des Substituenten, der stärker ins Hochfeld verschoben 
wurde, mit einem grünen Kasten und die Signale des Substituenten, der eine weniger starke 
chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit einem roten Kasten gekennzeichnet. 

Im Falle des (S,R)-Esters 100 werden gegensätzliche chemischen Verschiebungen zum 

(S,S)-Ester 100 erwartet: der Anthracenring sollte einen abschirmenden Effekt auf die Methyl-
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gruppe ausüben, sodass diese Protonensignale deutlich chemisch ins Hochfeld verschoben 

werden sollten. 

Während der Unterschied der chemischen Verschiebung für die Methylgruppe im (S,S)-Ester 

100 0.12 ppm beträgt, liegt er im Falle von (S,R)-Ester 100 bei 0.44 ppm (Schema 41, B). Die 

Signale des Phenylrings wurden deutlich weniger beeinflusst, da die Unterschiede der 

chemischen Verschiebung zwischen Werten von 0.11 ppm und 0.13 ppm liegen (Schema 41, 

A) und nicht wie im (S,S)-Ester 100 zwischen 0.38 und 0.73 ppm (Schema 40). Auch hier sind 

in Schema 41 in der Mitte die Unterschiede der chemischen Verschiebungen farblich neben 

den entsprechenden Substituenten des Esters zusammengefasst. Somit wurden eindeutig 

bevorzugt Signale eines Substituenten stark ins Hochfeld verschoben, während die des 

zweiten Substituenten eine deutlich schwächere chemische Verschiebung erfuhren. Wie zu 

erwarten schirmt der Anthracenring im (R)-9-AMA-Ester 100 die Methylgruppe ab und im (S)-

9-AMA-Ester 100 den Phenylring. Trotzdem gibt es einen abschirmenden Effekt auf den 

jeweiligen anderen Substituenten, da deren Signale ebenfalls chemisch ins Hochfeld 

verschoben wurden. Die Stärke der chemischen Verschiebung ist jedoch entscheidend und 

zeigt eindeutig, welche Substituenten intensiver vom Abschirmeffekt betroffen sind und 

welche weniger. Für eine zuverlässige Bestimmung der absoluten Konfiguration ist deswegen 

die Auswertung möglichst aller Signale entscheidend.  

Die Enantiomerenreinheit der 9-AMA Charge wurde via chiraler HPLC (Kapitel 8.2) bestimmt 

und der ee-Wert betrug für (R)-9-AMA 94 94% und für (S)-9-AMA 94 98% (Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: 1H-NMR-Ausschnitte im Bereich des h-Protons von 6.40 bis 6.22 ppm des (S)-Phenylethanol-
(R)-9-AMA-Esters 100 (links) und des (S)-Phenylethanol-(S)-9-AMA-Esters 100 (rechts) zur 
Bestimmung der Enantiomerenreinheit von (R)-9-AMA 94 (links) und (S)-9-AMA 94 (rechts). 

Der ee-Wert kann auch durch die Derivatisierung von enantiomerenreinen Alkoholen 

ermittelt werden, indem die Integrale bestimmter Signale verglichen werden. Da im Aro-

matenbereich und vor allem im Aliphatenbereich starke Überlagerungen von Signalen beo-
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bachtet wurden, konnten diese nicht zur Analyse herangezogen werden. Deswegen wurden 

die Signale des h-Protons von 9-AMA 94 verwendet. Das Signal des -hProtons von (R)-9-AMA 

94 liegt bei 6.27 ppm und das von (S)-9-AMA 94 bei 6.33 ppm. In Abbildung 8 sind Ausschnitte 

des jeweiligen Spektrums und der Integralverhältnisse gezeigt. (R)-9-AMA 94 liegt somit mit 

einem ee-Wert von 94% vor und (S)-9-AMA 94 mit einem ee-Wert von 98%. Die Werte 

stimmen mit den Ergebnissen der chiralen HPLC-Analyse überein. Trotz ee-Werten von <99% 

kann 9-AMA 94 als CDA verwendet werden, da für die Bestimmung der absoluten 

Konfiguration die Unterschiede in den chemischen Verschiebungen einzelner Substituenten 

ausschlaggebend sind und deren Tendenzen sind in den bisherigen Fällen eindeutig.  

Als weiterer enantiomerenreiner Alkohol wurde Hydroxybuttersäureethylester 99 verwendet. 

Die funktionelle Gruppe des Esters innerhalb der Kette des sekundären Alkohols ist für die 

Untersuchung der in dieser Arbeit vorkommenden enzymatischen Produkte wichtig. Sowohl 

(R)- als auch (S)-Hydroxybuttersäureethylester 99 wurden jeweils mit (R)- und (S)-9-AMA 94 

umgesetzt. Die Hauptkonformere der Ester sind in Schema 42 dargestellt. Die für die 

chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen die 

Methylgruppe neben dem Alkohol und zum anderen die vereinfacht ausgedrück-

te ,,Ethylcarboxymethylen-Gruppeά ōŜǎǘŜƘŜƴŘ ŀǳs der h -CH2-Gruppe, der CH2-Ethylgruppe 

und der terminalen CH3-Ethylgruppe. Im Falle von (S)-9-AMA 94 und (S)-99 schirmt der 

Anthracenring die längere Estergruppe (L1) und somit drei Signalgruppen ab (Schema 42, A), 

während im Falle von (R)-9-AMA 94 und (R)-99 die selbe Gruppe als L2 stärker vom 

Anthracenring beeinflusst werden sollte (Schema 42, B). 
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Schema 42: Stabilste Konformere der (S)- bzw. (R)-9-AMA-Ester (S)-101 (A) und (R)-101 (B) in NEWMAN-
Projektion (jeweils links) und Keilstrichformel (jeweils mittig). 

Daraus ist abzuleiten, dass in beiden Fällen die gleichen drei Signalgruppen im 1H-NMR-

Spektrum ins Hochfeld verschoben werden sollten, während die Methylgruppe neben dem 

Alkohol eine deutlich schwächere Beeinflussung durch den Anthracenring erfahren sollte. Die 

Methylgruppe wird im Falle von (R)-9-AMA 94 und (S)-99 als L2 (Schema 42, B) und im Falle 

von (S)-9-AMA 94 und (R)-99 als L1 (Schema 42, B) vom Anthracenring durch den Ringstrom-

effekt beeinflusst und deren Signale sollten deswegen in beiden Fällen deutlich stärker 

hochfeldverschoben sein verglichen mit den Signalen der längeren Estergruppe.   

Um diese Annahme zu bestätigen, wurden die jeweiligen Alkohole mit den entsprechenden 

9-AMA-Enantiomeren 94 derivatisiert und deren 1H-NMR-Spektren miteinander verglichen. 

Zur Veranschaulichung werden in Schema 43 und Schema 44 für die längere Ethylgruppe nur 

die 1H-NMR-Ausschnitte der CH2-Ethylgruppe herangezogen.  

In Schema 43 sind Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des freien Alkohols (R)-99 und des (R,R)-

Esters 101 für den Bereich der CH2-Ethylgruppe (A) und der Methylgruppe (B) dargestellt. Die 

Signale der CH2-Ethylgruppe lassen sich im freien Alkohol (R)-99 bei einer chemischen 

Verschiebung von 4.17 ppm wiederfinden und nach der Derivatisierung mit (R)-9-AMA 94 

spalten die Signale auf und liegen bei 3.54-3.47 ppm und 3.42-3.36 ppm. Der Unterschied in 

der chemischen Verschiebung liegt somit bei 0.69 und 0.80 ppm und ist im Vergleich zum 

Signal der Methylgruppe deutlich ins Hochfeld verschoben worden. Das Signal der Methyl-

gruppe liegt im freien Alkohol (R)-99 bei 1.22 ppm. Nach der Derivatisierung wurde dieses 

Signal um 0.06 ppm ins Tieffeld verschoben.
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Schema 43: Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des freien Alkohols (R)-99 (oben) und des (R,R)-Esters 101 
(unten) für den Bereich der CH2-Ethylgruppe (A) und der Methylgruppe (B). Die Signale sind 
durch einen farbigen Kasten entsprechend hervorgehoben: Signale des freien Alkohols 99 sind 
mit einem blauen Kasten, die Signale des Substituenten, der stärker ins Hochfeld verschoben 
wurde, mit einem grünen Kasten und die Signale des Substituenten, der eine weniger starke 
chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit einem roten Kasten gekennzeichnet. 

Die Beeinflussung der anderen Signale ist in Schema 43 (unten, mittig) gezeigt. Die h-CH2-

Gruppe wurde um 0.24 und 0.28 ppm und die terminale CH3-Ethylgruppe um 0.44 ppm 

hochfeldverschoben. Die Ergebnisse bestätigen damit, dass im Falle von (R)-9-AMA 94 und (R)-

99 der Anthracenring durch den Ringstromeffekt selektiv eine abschirmende Wirkung auf nur 

einen Substituenten, die längere Esterkette (L2), ausübt.   

Die Derivatisierung des gleichen Alkohols (R)-99 mit (S)-9-AMA 94 sollte hingegen zu der 

selektiven Abschirmung des anderen Substituenten, der Methylgruppe (L1), führen, was in 

Schema 44 gezeigt ist. Die Signale der CH2-Ethylgruppe erfuhren eine chemische Verschiebung 

von lediglich 0.12 ppm ins Hochfeld (Schema 44, A), während das Signal der Methylgruppe um 

0.34 ppm hochfeldverschoben wurde (Schema 44, B). Die Unterschiede in den chemischen 

Verschiebungen der restlichen Signale sind in Schema 44 (unten mittig) durch die farbliche Zu-

ordnung zu den jeweiligen Substituenten zusammengefasst. Während die CH3-Ethylgruppe im 

(R,R)-Ester 101 um 0.44 ppm ins Hochfeld verschoben wurde, wurde sie im Falle von (R,S)-

Ester 101 um lediglich 0.09 ppm hochfeldverschoben. Auch die h -CH2-Gruppe wurde mit 

0.04 und 0.05 ppm deutlich weniger stark ins Hochfeld verschoben als im Falle von (R,R)-Ester 

101 mit einer chemischen Verschiebung von 0.24 und 0.28 ppm. Diese Ergebnisse bestätigen, 

dass im Falle von (S)-9-AMA und (R)-99 der Anthracenring durch den Ringstromeffekt selektiv 

eine abschirmende Wirkung auf nur einen Substituenten, die Methylgruppe (L1), ausübt.
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Schema 44: Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des freien Alkohols (R)-99 (oben) und des (R,S)-Esters 101 
(unten) für den Bereich der CH2-Ethylgruppe (A) und der Methylgruppe (B). Die Signale sind 
durch einen farbigen Kasten entsprechend hervorgehoben: Signale des freien Alkohols 99 sind 
mit einem blauen Kasten, die Signale des Substituenten, der stärker ins Hochfeld verschoben 
wurde, mit einem grünen Kasten und die Signale des Substituenten, der eine weniger starke 
chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit einem roten Kasten gekennzeichnet. 

Die Ergebnisse der Derivatisierung des (S)-konfigurierten Alkohols 99 mit (S)- und (R)-9-AMA 

94 ähneln den Derivatisierungsergebnissen des (R)-konfigurierten Alkohols 99 (Abbildung 9). 

 

Abbildung 9: Zusammenfassung der Derivatisierungsergebnisse des (S)-Alkohols 99 mit (S)- und (R)-9-AMA 
94. Die grünen Werte symbolisieren die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der 
Substituenten, die stärker durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden 
und deren Signale damit deutlich stärker ins Hochfeld verschoben wurden und die roten 
diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurden. 

Im Falle von (R)-9-AMA 94 und (S)-99 erfuhren die Signale der längeren Estergruppen mit 

0.10 ppm für die CH3-Ethylgruppe, 0.06 ppm für die CH2-Ethylgruppe und 0.04 und 0.05 ppm 
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für die h -CH2-Gruppe eine deutlich geringere chemische Verschiebung ins Hochfeld als die 

Methylgruppe neben dem Stereozentrum mit einer chemischen Verschiebung von 0.35 ppm. 

Damit hat der Anthracenring durch den Ringstromeffekt einen selektiven Einfluss auf den 

Substituenten L2 (Methylgruppe). Das Gegenteil ist der Fall für die Derivatisierung mit 

(S)-9-AMA 94. Hier wurden die Signale der längeren Esterkette deutlich stärker ins Hochfeld 

verschoben. Die Signale der h-CH2-Gruppe wurden um 0.24 und 0.28 ppm, die der CH2-

Ethylgruppe um 0.72 ppm und die der CH3-Ethylgruppe um 0.45 ppm hochfeldverschoben. 

Ähnlich zu den Ergebnissen mit (R)-konfiguriertem Alkohol 99 erfuhr das Signal der 

Methylgruppe sogar eine chemische Verschiebung ins Tieffeld um 0.06 ppm. Deren Protonen 

wurden entschirmt und müssen demnach in der Ebene des Anthracenrings liegen. Der 

Anthracenring schirmt somit durch den Ringstromeffekt den Substituenten L1 (längere Ester-

kette) ab, sodass die Signale dieser Gruppen ins Hochfeld verschoben wurden. Die Gruppe von 

RIGUERA zeigten in ihren Arbeiten, dass Protonen, die 3-4 C-Atome vom Stereozentrum 

entfernt liegen, die größte Abschirmung erfahren, wodurch ɲɻ-Werte von 0.3 -1.0 ppm 

erreicht werden können.194 Im Falle der Ester 101 trifft das zu, da die Signale der 

CH2-Ethylgruppe am stärksten mit ɲɻ-Werten von 0.72 ppm ((S,S)-Ester 101) und 0.69 und 

0.80 ppm ((R,R)-Ester 101) ins Hochfeld verschoben wurden.  

Die Ergebnisse in Schema 45 verdeutlichen den selektiven Einfluss des Anthracenrings von 

9-AMA 94 auf einen Substituenten.  

 

Schema 45: Balkendiagramm zur Veranschaulichung der unterschiedlichen chemischen Verschiebungen 
der Substituenten L1 und L2 der (R)- und (S)-9-AMA-Ester im Vergleich zu den jeweiligen freien 
Alkoholen. Die Ester sind unter dem Diagramm abgebildet. Die grünen Werte und Balken 
kennzeichnen die Substituenten, die stärker vom Abschirmeffekt betroffen wurden und deren 
Signale deutlich stärker ins Hochfeld verschoben wurden. Die roten Werte und Balken stehen 
für die Substituenten, die weniger stark vom Abschirmeffekt betroffen wurden und deren 
Signale keine starke chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhren.
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Im Falle von (R)-9-AMA 94 wird selektiv der Substituent L2 abgeschirmt, was zu einer deutlich 

stärkeren chemischen Verschiebung dieser Signale ins Hochfeld führt. Im Gegensatz dazu 

beeinflusst der Anthracenring in (S)-9-AMA 94 selektiv den Substituenten L1.   

Im Falle von (R)-9-AMA 94 sorgt der Anthracenring für eine Abschirmung des Substituenten 

L2, sodass diese Signale im Vergleich zum freien Alkohol deutlich stärker ins Hochfeld 

verschoben wurden, was die grünen Werte und Balken verdeutlichen. L2 ist im Falle von (S)-

Phenylethanol (25) die CH3-Gruppe (ɲɻ = 0.44 ppm), im Falle von (S)-99 die CH3-Gruppe neben 

dem Stereozentrum (ɲɻ = 0.35 ppm) und für (R)-99 die aliphatische Kette inklusive 

Estereinheit. Im Ester 101 wurden zur Veranschaulichung generell nur die CH3-Gruppe neben 

dem Stereozentrum und die CH2-Ethylgruppe betrachtet. Die CH2-Ethylgruppe liegt vier 

Positionen vom Stereozentrum entfernt und erfuhr die stärkste chemische Verschiebung ins 

Hochfeld (ɲɻ = 0.69 und 0.80 ppm). Die L1-Substituenten (rot gekennzeichnet) wurden 

weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale nur geringfügig 

hochfeldverschoben wurden. Eine Verschiebung ins Tieffeld wie im Falle des (R,R)-Esters 101 

mit 0.06 ppm wurde zur Veranschaulichung nicht im Balkendiagramm berücktsichtigt.   

Im Falle von (S)-9-AMA 94 wurde selektiv L1 abgeschirmt und deren Signale erfuhren eine 

chemische Verschiebung ins Hochfeld (grüne Werte und Balken). Die Signale des Aromaten im 

(S,S)-Ester 100 wurden um 0.38 - 0.73 ppm ins Hochfeld verschoben, das Signal der CH2-

Ethylgruppe im (S,S)-Ester 101 um 0.72 ppm und das der CH3-Gruppe neben dem 

Stereozentrum im (R,S)-Ester 101 um 0.34 ppm. Der Substituent L2 wurde im (S)-9-AMA Ester 

weniger stark vom Abschirmeffekt betroffen und deren Signale (rote Werte und Balken) 

wurden chemisch nur gering hochfeldverschoben. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der 

Anthracenring von 9-AMA 94 durch den Ringstromeffekt selektiv nur einen Substituenten (L2 

für (R)-9-AMA 94; L1 für (S)-9-AMA 94) abschirmt, sodass diese Signale im Vergleich zum freien 

Alkohol ins Hochfeld verschoben wurden und im Vergleich zum anderen Substituenten des 

jeweiligen 9-AMA-Esters eine deutlich stärkere chemische Verschiebung ins Hochfeld 

erfuhren. 9-AMA 94 liefert als CDA eindeutige Werte zur Bestimmung der absoluten 

Konfiguration sekundärer Alkohole wie (S)-Phenylethanol (25) und Hydroxybuttersäure-

ethylester 99. Im Folgenden soll mit 9-AMA 94 die absolute Konfiguration enzymatischer 

Produkte bestimmt werden. 
 

5.1.2.2 Einsatz von 9-AMA zur Konfiurationsbestimmung der Produkte enzymatischer 

Reduktionsreaktionen  

5.1.2.2.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration von Methyl-3-hydroxydecanoat 

9-AMA 94 soll als chirales Derivatisierungsmittel zur Bestimmung der absoluten Konfiguration 

von enzymatischen Produkten eingesetzt werden. Dabei handelt es sich um sekundäre 

Alkohole, die ausgehend von den entsprechenden Ketonen durch Reaktion mit Ketoredukta-



Ergebnisse und Diskussion 

57 

 

 

sen (KR) erhalten wurden. Die überwiegende Zahl an in vitro-Reaktionen von KR-Domänen 

wurden Di-, Tri-, oder Tetraketid-SNAC-Thioester als Substratsurrogate einge-

setzt.165,166,169,170,171,172,173,174 Wenige Studien mit hochrealistischen Substratvorläufern für KR-

Domänen von späten PKS-Modulen sind bekannt. Ein Grund dafür ist vor allem die 

herausfordernde Synthese hin zu solchen Molekülen. Ein Beispiel eines Vorläufersubstrats für 

ein spätes PKS-Modul ist das 3-Ketopolyen 102, das durch MycKRB-PKS Modul MLSB4-7 

aufgebaut wird. Die MycKRB-Domäne aus der Mycolacton-PKS MLSA1, MLSA2 und MLSB ist 

in 13 der 16 PKS-Modulen zu finden und prozessiert unterschiedliche di- bis decaketidische 

Substrate.165,170,1,199 Dieses Substrat 102 besitzt eine polare Thioesterkette, ein unpolares 

Polyenfragment sowie zwei Hydroxygruppen am Ende der Aliphatenkette und ist anfällig für 

Säuren, Basen, Licht, Hitze und Nebenreaktionen wie Oxidationen, konjugierte Additionen 

und Thioesterhydrolyse. Um herauszufinden, ob MycKRB dem Substrat strukturell ähnliche 

Verbindungen stereoselektiv zu einem Alkohol reduziert, wurde von WUNDERLICH das Surrogat 

103 synthetisiert (Schema 46).1 MycKRB setzte dieses Substrat mit einem Umsatz von 66% 

zum sekundären Alkohol 104 um.  

 

Schema 46: (A) 3-Ketopolyen 102 als natürliches Vorläufersubstrat für ein spätes PKS-Modul; (B) In vitro 
Enzymaktivitätstest eines 3-Ketopolyens 103 zum 3-Hydroxypolyen 104 durch MycKRB- 
synthetisiert und durchgeführt von WUNDERLICH mit anschließender Prozessierung zum 
stabileren Methylester 105 für die Bestimmung der absoluten Konfiguration.1 

Zur Ermittlung des Enantiomerenüberschusses sowie zur Bestimmung der absoluten Kon-

figuration wurde das Substrat 104 von WUNDERLICH in den stabileren Hydroxymethylester 105 

umgewandelt. Eine chirale GC-Analyse zeigte einen ee Wert von 99.3%. Für die vergleichende 

Bestimmung der absoluten Konfiguration mit 9-AMA 94 als CDA ist die Synthese des Racemats 

105 als Referenz notwendig, um die unterschiedlichen chemischen Verschiebungen und damit 
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die Signale der entsprechenden Enantiomere richtig zuzuordnen.  

Ausgehend vom Aldehyd 107 wurde der Ester 105 in einer REFORMATZKI-Reaktion mit einer 

Ausbeute von 18% erhalten (Schema 47). Die geringere Ausbeute ist Folge eines zu starken 

Erhitzens und damit dem Verlust beider Startmaterialien während der Reaktion. 

 

Schema 47: REFORMATZKI-Reaktion ausgehend vom Aldehyd 107 zum 3-Hydroxyester 105 mit einer Aus-
beute von 18% und anschließende 9-AMA-Derivatisierung nach STEGLICH zum Ester 106. 

Das erhaltene Racemat 105 wurde mit (R)-9-AMA 94 umgesetzt. Nach säulenchromatogra-

phischer Reinigung konnte der (S,R)-Ester 106 isoliert und analysiert werden (Abbildung 10, 

A). Die analytischen Daten für das (R,R)-Epimer 106 wurden aus dem 1H-NMR-Spektrum der 

Mischfraktion (Abbildung 10, C) erhalten, nachdem die Signale des (S,R)-Diastereomers 106 

abgezogen wurden.  

 

Abbildung 10: Vergleich der 1H-NMR-Spektren des (S,R)-Esters 106 (A) mit dem rac-Esters 106 (B) und der 
Mischfraktion (C) mit Hervorhebung der Signale für das -hProton im 9-AMA-Ester. 

Im Bereich 6.30-6.20 ppm der 1H-NMR-Spektren sind die Signale des h-Protons von 9-AMA 94 

als Singulett erkennbar. Ein Singulett entspricht einem 9-AMA Diastereomer. Die Anzahl dieser 
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Signale gibt somit Rückschluss auf die Anzahl und das Vorhandensein möglicher anderer 

Diastereomere. Diese können jedoch nur durch einen Vergleich mit Referenzverbindungen 

eindeutig zugeordnet werden. Das Signal des h-Protons von 9-AMA 94 ist in Abbildung 10B 

hervorgehoben, um das Racematverhältnis (1:1) zu verdeutlichen. Das Signal für das h -Proton 

des (S,R)-Esters 106 besitzt eine chemische Verschiebung von 6.24 ppm und das (R,R)-Epimer 

von 6.25 ppm. In Spektrum A ist nur ein h-Protonsignal bei 6.24 ppm zu erkennen, während 

in der Mischfraktion (C) beide Diasteroemerensignale mit einem Verhältnis von 7:3 ((R,R)-

106:(S,R)-106) zu erkennen sind. Die Spektren und chemischen Verschiebungen von 106 in 

seiner gemischten Form (C) sowie des isolierten (S,R)-Diastereomers 106 nach säulen-

chromatographischer Reinigung (A) dienen als zuverlässige Referenzspektren und Werte für 

die Analyse des enzymatischen Produkts 105, dessen Konfiguration unbekannt ist.  

Für die detaillierte Betrachtung der chemischen Verschiebungen der einzelnen Diastereomere 

werden die jeweiligen Hauptkonformere in Keilstrichformel betrachtet (Schema 48). Die für 

die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen die h-CH2-

Gruppe und der Methylester und zum anderen die aliphatischen CH2-Gruppen und terminale 

CH3-Gruppe. Im Falle von (R)-9-AMA 94 und (S)-konfiguriertem Alkohol 105 sollte als L2 die 

aliphatische Kette vom Anthracenring abgeschirmt werden, während im Falle von (R)-9-AMA 

94 und (R)-konfiguriertem Alkohol 105 als L2 der Methylester sowie h -CH2-Gruppe abge-

schirmt werden sollten. 

 

Schema 48: Stabilste Konformere der (R)-9-AMA-Ester (S,R)-106 (oben) und (R,R)-106 (unten). 

Ein Vergleich der 1H-NMR-Spektren des (S,R)-Esters 106 (A), der vom Racemat abgetrennt 

werden konnte, und des freien Alkohols 105 vor Derivatisierung (B) ist in Abbildung 11 gezeigt. 

Nach Isolierung des sekundären Alkohols 104 aus dem Enzymaktivitätstest sowie dessen 

Derivatisierung zum sekundären Alkohol 105 wurde dieser mit (R)-9-AMA 94 umgesetzt, um 

dessen absolute Konfiguration zu bestimmen. Ein Ausschnitt des Spektrums ist in Abbildung 

11, C dargestellt. Ausgewählte Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet.
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Im Falle des (S,R)-Esters 106 (Abbildung 11, A) wurden die Signale der CH2-Gruppen und der 

terminalen CH3-Gruppe um 0.07 - 0.97 ppm ins Hochfeld verschoben verglichen mit denen des 

freien Alkohols 105 (Abbildung 11, B). Die stärksten chemischen Verschiebungen treten für 

H-Atome auf, die 2-4 C-Atome vom Stereozentrum entfernt sind, mit ɲɻ-Werten von 0.97 und 

0.66 ppm (Abbildung 11).   

Das Signal des Methylesters besitzt im freien Alkohol eine chemische Verschiebung von 

3.71 ppm. Dieses Signal wurde im (S,R)-Ester 106 hingegen um lediglich 0.08 ppm ins Hochfeld 

verschoben und das Signal der h -CH2-Gruppe um nur 0.01 - 0.05 ppm. Somit wurden eindeutig 

bevorzugt Signale eines Substituenten stark ins Hochfeld verschoben, während die des 

zweiten Substituenten eine deutlich schwächere Verschiebung erfahren. Diese Ergebnisse 

zeigen, dass im Fall des (S,R)-Esters 106 die CH2-Gruppen vom Anthracenring abgeschirmt 

wurden und es sich somit um den (S)-konfigurierten Alkohol 105 handelt. Alle Unterschiede 

der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen dieses Esters 106 sind in Tabelle 2 

zusammengefasst.  

Ein Blick auf das 1H-NMR-Spektrum des Esters mit dem enzymatischen Produkt 105 in 

Abbildung 11, C zeigt eindeutig andere chemische Verschiebungen. In diesem Fall wurden der 

Methylester und die -hCH2-Gruppe vom Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst, 

sodass die Signale hochfeldverschoben wurden. Das Signal des Methylesters wurde um 

0.78 ppm ins Hochfeld verschoben, während es im Fall des (S,R)-Esters 106 um lediglich 

0.08 ppm beeinflusst wurde. Auch die Signale der -hCH2-Gruppe wurden deutlich ins Hochfeld 

verschoben mit 0.26 und 0.32 ppm (vgl. (S,R)-106: 0.01-0.05 ppm). Die Unterschiede in der 

chemischen Verschiebung der aliphatischen CH2- und terminalen CH3-Gruppe erstrecken sich 

von 0 bis - 0.15 ppm. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass es sich um den (R)-konfigurier-

ten Alkohol 105 handelt, da der Anthracenring selektiv einen Substituenten (L2), den 

Methylester und die -hCH2-Gruppe, abschirmt. Ein genauer Blick in den Signalbereich des -h

Protons von 9-AMA macht zudem deutlich, dass bevorzugt jeweils nur ein Diastereomer 

vorliegt (Abbildung 11, B). In Spektrum A liegt das Signal des -hProtons des 9-AMA-Esters bei 

6.24 ppm und kann dem (S,R)-Ester 106 zugeordnet werden, während im Spektrum in C das 

Signal bei 6.25 ppm liegt und somit dem (R,R)-Ester 106 zugeordnet werden kann. Die chirale 

GC Analyse des aus dem enzymatischen Assay isolierten sekundären Alkohols 105 mit einem 

ee Wert von 99.3% bestätigte das Vorliegen nur eines Enantiomers.
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Abbildung 11: Vergleich der 1H-NMR-Spektren des (S,R)-Esters 106 (A) mit dem des freien Alkohols 105 vor 
Derivatisierung (B) und mit dem des (R,R)-Esters 106 (C) des enzymatischen Produkts mit 
Hervorhebung der Signale für das h-Proton an 9-AMA im Bereich von 6.24 ppm im Kasten (B). 
Die einzelnen Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet: rot = Methylester-Gruppe, grün = h -
CH2-Gruppe, blau = aliphatische CH2-Gruppen und lila = terminale CH3-Gruppe. Die Molekül-
strukturen der jeweiligen Ester und des freien Alkohols sind in dem dazugehörigen Spektrum 
links inklusive der farblichen Symbolisierung der Signalgruppen abgebildet. 

In Tabelle 2 ist eine Zusammenfassung der Unterschiede der chemischen Verschiebungen 

einzelner Signalgruppen zwischen dem freien Alkohol und dem jeweiligen (R)-9-AMA-Ester 

106 farblich gegenübergestellt.  

 
Tabelle 2: Vergleich der Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen zwischen 

dem freien Alkohol 105 und dem (S,R)-9-AMA-Ester 106 (links, ausgehend vom synthetisierten 
Alkohol 105) und (R,R)-9-AMA-Ester 106 (rechts, ausgehend vom enzymatischen Produkt 105).1 

(S)-konfigurierter (R)-9-AMA-Ester 106 (R)-konfigurierter (R)-9-AMA-Ester 106 

  

Die Unterschiede der chemischen Verschiebungen zwischen dem freien Alkohol 105 und dem jeweilige Ester 106 

stehen neben den dazugehörigen Signalgruppen in roter und grüner Farbe. Die grünen Werte symbolisieren eine 

starke Abschirmung der Substituenten durch den Anthracenring und damit eine deutlichere Verschiebung dieser 

Signale ins Hochfeld, während die roten Werte an den Substituenten stehen, die weniger stark vom 

Anthracenring abgeschirmt wurden und deren Signale deswegen nur gering hochfeldverschoben wurden.
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Für den (S)-konfigurierten Alkohol 105 wurden im (R)-9-AMA Ester 106 die aliphatischen 

CH2-Gruppen vom Anthracenring abgeschirmt und für den (R)-konfigurierten Alkohol 105 der 

Methylester und die -hCH2-Gruppe. Der selektive Einfluss des Anthracenrings auf einen 

Substituenten gibt somit durch die unterschiedlichen chemischen Verschiebungen ins 

Hochfeld eindeutige Rückschlüsse auf die Konfiguration des sekundären Alkohols 105. 

MycKRB als B-Typ KR-Domäne reduzierte das Substrat 103 bevorzugt zum (R)-konfigurierten 

Alkohol 104. Andere Studien zeigten jedoch, dass MycKRB mit SNAC-Diketidthioestern eine 

(S)-Selektivität besitzt. SCHRÖDER beschrieb in seinen Arbeiten zu PKS-KR-Domänen, dass 

MycKRB für seine getesteten 3-Hydroxythioester meist eine hohe Selektivität aufwies, die 

jedoch abhängig vom Substrat zu unterschiedlichen Konfigurationen führte. So beeinflusst die 

Substratgröße die Orientierung in der aktiven Tasche in MycKRB.200  

 
5.1.2.2.2 Bestimmung der absoluten Konfiguration von 3-Hydroxythioestern 

SNAC-3-Ketothioester stellen interessante Vorläufersubstrate für die Untersuchung der 

Stereoselektivität von KR dar. SCHRÖDER untersuchte in seinen Arbeiten die Aktivität, Sub-

strattoleranz und die substratabhängige Stereoselektivität verschiedener KR.2 Die finalen 

Experimente zur Bestimmung der absoluten Konfiguration bestimmter KR-Produkte sind in 

dieser Arbeit zusammengefasst. Die 3-Hydroxythioester 91-93, 112 wurden von SCHRÖDER aus 

Enzymaktivitätstests isoliert und zur Verfügung gestellt. Die von ihm untersuchten KR-Domän-

en wurden dabei so ausgewählt, dass diese verschiedene biosynthetische Vorläuferstrukturen 

und unterschiedliche natürliche Produktkonfigurationen abdecken sowie bereits in früheren 

in vitro-Studien mit SNAC-Diketidthioestern und deren Derivate untersucht wurden. TylKR1 

gehört zum B1-Typ und ist eine Domäne, die zu den ersten Modulen der Makrolacton-bilden-

den PKS gehört. Mit Blick auf den natürlichen Vorläufer werden in in vitro-Studien bevorzugt 

Vorläufersubstrate mit kurzen Ketten umgesetzt.166,201,202 AmpKR2 ist aus dem dritten Modul 

der Amphotericin PKS, gehört dem A1-Typ an und bevorzugt längere Ketten als 

TylKR1.160,203,204 MycKRA und MycKRB finden sich in vielen Modulen der Mycolacton-bilden-

den PKS. Diketide bis Decaketide gehören zu den natürlichen Vorläufern. MycKRA ist dem A-

Typ zuzuordnen, während MycKRB eine B-Typ KR ist, wobei sich je nach biosynthetischer 

Vorläuferstruktur der B0 oder B1-Typ ausprägt.165,170,173,1,199 SCHRÖDER testete diese KRs und 

die Substrate 107, 109, 111, 114 in den möglichen Permutationen (Schema 49) und fand dabei 

heraus, dass die KR-Domänen fähig waren, ein breites Spektrum an Substraten umzusetzen. 
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Schema 49: Übersicht der Enzymaktivitätstests und Derivatisierungsreaktionen mit den verschiedenen Sub-
straten und verwendeten KR. Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente sind im grünen 
Kasten gezeigt.2 

Die Aktivität und die Stereoselektivtät der KR-Domänen war jedoch umso höher, je strukturell 

näher die getesteten Substrate dem natürlichen Vorläufersubstrat waren. Somit war die 

Stereoselektivität teilweise von der betrachteten Enzym-Substrat-Kombination abhängig. Den 

Umsatz der Enzymaktivitätstests bestimmte SCHRÖDER mithilfe der UPLC-MS-Analyse und die 

relative Produktkonfiguration auf Basis von 3-Hydroxy-Referenzmolekülgemischen mit be-

kannten syn/anti-Verhältnissen. Die Analysen dieser Arbeit wurden für einige exemplarisch 

skalierte Reaktionen durchgeführt, um mithilfe dieser Konfigurationsanalysen die absolute 

Stereochemie der einzelnen bei der chiralen HPLC-Anaylse aufgefundenen Stereoisomere zu 

bestimmen. So sollte 9-AMA 94 als CDA für die direkte und eindeutige Konfigurationsanalyse 

von Rohprodukten dieser Enzymreaktionen eingesetzt und letztendlich als zuverlässige 

Methode etabliert werden.   

Die eingesetzten 3-Ketothioester unterscheiden sich in Kettenlänge und funktionellen Grup-

pen (Schema 49). So wurden SNAC-Thioester eingesetzt, die eine aliphatische Kette inklusive 

einer Alkineinheit (107) oder inklusive einer para-Methoxybenzyleinheit (109) besitzen und 

einen Ethylrest (111) oder einen Cyclopentylring tragen (114). Das Alkin-Substrat 107 wurde 

zum einen mit TylKR1 und zum anderen mit AmpKR2 umgesetzt. Das PMB-Substrat 109 wurde 

mit AmpKR2, MycKRA und MycKRB getestet. Sowohl das CP-Substrat 114 als auch das Substrat 

111 wurden von SCHRÖDER mit mehreren KR umgesetzt und deren Ergebnisse ausgewertet, 

aber mit 9-AMA 94 als CDA wurde jeweils nur ein Hydroxythioester eines Enzymaktivitätstests 

analysiert. 
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Im Falle des Cyclopentylring-tragenden Substrats 114 wurde die Konfiguration des Hydroxy-

thioesters bestimmt, der durch den Enzymaktivitätstest mit MycKRB gewonnen wurde und im 

Falle des Substrats 111 wurde der Hydroxythioester mit 9-AMA 94 analysiert, der aus dem 

Enzymaktivitätstest mit AmpKR2 isoliert wurde.  

Die von SCHRÖDER zur Verfügung gestellten und aus dem Enzymaktivitätstest extrahierten 

3-Hydroxythioester wurden mit (R)-9-AMA 94 derivatisiert, um deren absolute Konfiguration 

zu bestimmen und so etwas über die substratabhängige Stereoselektivität der KRs zu lernen.2 

1) 3-Hydroxythioester 91 mit Alkineinheit  

3-Ketothioester 107 wurde von SCHRÖDER mit TylKR1 und AmpKR2 umgesetzt.2 Der resul-

tierende 3-Hydroxythioester 91 wurde anschließend jeweils mit (R)-9-AMA 94 derivatisiert. 

Die Hauptkonformere für (3S) und (3R)-108 in Keilstrichformel sind in Schema 50 dargestellt. 

Die für die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen die 

aliphatische Kette inklusive Alkineinheit mit vier Signalgruppen (CH-Alkin und drei 

CH2-Gruppen) und zum anderen der SNAC-Rest mit vier Signalgruppen (Acetyl-CH3, NCH2, 

SCH2 und NH) sowie das h -CH und die h-CH3-Gruppe. 

 

Schema 50: Stabilste Konformere der (R)-9-AMA-Ester (S,R)-108 (oben) und (R,R)-108 (unten). 

Im Falle von (R)-9-AMA-Ester 108 und dem (3S)-konfigurierten Alkohol 91 wird als L2 die 

aliphatische Kette mit der Alkineinheit vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale 

im 1H-NMR-Spektrum ins Hochfeld verschoben werden sollten (Schema 50, oben). Im Falle 

von (R)-9-AMA-Ester 108 und dem (3R)-konfigurierten Alkohol 91 werden als L2 die SNAC-

Einheit, das h -CH- und die -hCH3-Gruppe abgeschirmt und deren Signale sollten im 1H-NMR-

Spektrum hochfeldverschoben werden (Schema 50, unten).   

Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren des 9-AMA-Esters 108 ausgehend vom Alkohol aus dem 

Enzymaktivitätstest mit AmpKR2 (AmpKR2-Produkt) bzw. TylKR1 (TylKR1-Produkt) sind in 

Abbildung 12, A bzw. C dargestellt. Dazwischen ist das 1H-NMR-Spektrum des freien Alkohols 

91 vor Derivatisierung gezeigt. Das Signal des h -CH ist rot hervorgehoben und besitzt im freien 
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Alkohol des AmpKR2-Produkts eine chemische Verschiebung von 2.73 ppm und im TylKR1-

Produkt von 2.76 ppm (Abbildung 12, B). In Abbildung 12 ist lediglich ein Ausschnitt des 1H-

NMR-Spektrums des freien Alkohols 91 des TylKR1-Produkts gezeigt, da sich der Ausschnitt 

des 1H-NMR-Spektrums des AmpKR2-Produkts dazu nur in geringen chemischen Verschie-

bungen unterscheidet. 

Ein Blick auf die Spektren des AmpKR2-Produkts (Abbildung 12, A) und TylKR1-Produkts 

(Abbildung 12, C) zeigt, dass diese Signale des -hCH im Falle des Esters des TylKR1-Produkts 

stärker hochfeldverschoben wurden (um ɲɻ = 0.27 ppm) als die des AmpKR2-Produkts (um 

ɲɻ = -0.01 ppm). 

 

Abbildung 12: Vergleich der 1H-NMR-Spektren des 9-AMA-Esters 108 des AmpKR2-Produkts (A) mit dem des 
freien Alkohols 91 vor Derivatisierung (B) und dem des TylKR1-Produkts (C). Die einzelnen 
Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet: grün = NCH2-Gruppe, blau = SCH2-Gruppe, rot = h -
CH, lila = h -CH3-Gruppe und gelb = Alkin-Proton. Die Molekülstrukturen der jeweiligen Ester 
und des freien Alkohols sind in dem dazugehörigen Spektrum links inklusive der farblichen 
Symbolisierung der Signalgruppen abgebildet. 

Bleibt man im Ausschnitt des Ester-Spektrums des TylKR1-Produkts (Abbildung 12, C) wird 

deutlich, dass die Signale der SNAC-Gruppen sowie die der h -CH3-Gruppe stark ins Hochfeld 

verschoben wurden. Die Signale der NCH2-Gruppe wurden um 0.50 ppm (grüner Kasten), die 

der SCH2-Gruppe um 0.84 ppm (blauer YŀǎǘŜƴύ ǳƴŘ ŘƛŜ ŘŜǊ ʰ-CH3-Gruppe um 0.65 ppm (lila 

Kasten) hochfeldverschoben. Im Gegensatz dazu wurde das Signal des Alkin-Protons um 

0.01 ppm ins Tieffeld verschoben (gelber Kasten). Die anderen CH2-Gruppen überlagern im 

Aliphatenbereich und sind deswegen generell in Abbildung 12 nicht farblich gekennzeichnet. 

Die restlichen Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen sind 
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jedoch zusammenfassend durch die Darstellung der Molekülstruktur des jeweiligen Esters mit 

den in grün und rot gekennzeichneten Werten neben den entsprechenden Substituenten in 

Tabelle 3 zu sehen.  

Ein Vergleich mit dem Esterspektrum des AmpKR2-Produkts zeigt einen gegensätzlichen Trend. 

Hier wurden die Signale überhaupt nicht (Acetyl-CH3- und SCH2-Gruppe), nur um 0.07 ppm 

(NCH2-Gruppe) ins Hochfeld verschoben oder sogar um 0.01 ppm (h -CH) und 0.25 ppm (NH-

Signal) ins Tieffeld verschoben. Das Signal der h-CH3-Gruppe wurde deutlich stärker um 

0.20 ppm hochfeldverschoben, doch im Vergleich zum TylKR1-Produkt mit 0.65 ppm ist der 

Wert deutlich geringer. Das Signal des Alkin-Protons erfuhr hingegen eine chemische 

Verschiebung ins Hochfeld um 0.25 ppm. Während die Signale der anderen CH2-Gruppen im 

Ester des TylKR1-Produkts kaum hochfeldverschoben wurden (0.01 - 0.04 ppm), erfuhren 

diese Signale im AmpKR2-Produkt eine stärkere chemische Verschiebung um 0.44 ppm, 

0.50 ppm bis bin zu 1.39 ppm ins Hochfeld. 5ŜǊ ²ŜǊǘ Ǿƻƴ ɲ ɻ= 1.39 ppm ist sehr hoch und 

bestätigt, dass Protonen, die drei Positionen vom Stereozentrum entfernt liegen, stark 

abgeschirmt werden. Somit wurden eindeutig bevorzugt Signale eines Substituenten stark ins 

Hochfeld verschoben, während die des zweiten Substituenten eine deutlich schwächere 

Verschiebung erfuhren. Diese Ergebnisse zeigen, dass im Fall des TylKR1-Produkts die SNAC-

Einheit, das -hCH und die h -CH3-Gruppe vom Anthracenring abgeschirmt wurden und es sich 

somit um den (3R)-konfigurierten Alkohol 91 handelt. Der Anthracenring sorgt im Falle des 

AmpKR2-Produkts für eine Abschirmung der aliphatischen CH2-Gruppen und des Alkinprotons, 

sodass dieses Produkt 91 eine (3S)-Konfiguration besitzt.   

 
Tabelle 3: Vergleich der KR-Typen inklusive der zu erwartenden Konfigurationen der 3-Position mit den 

Ergebnissen aus dieser Arbeit. 

KR AmpKR2 TylKR1 

KR-Typ A1 (2R,3S) B1 (2R,3R) 

Dɻ : ɻ  (Alk.)ς 
 ɻ(Ester) [ppm] 

  

Ergebnis der 
Konfigurationsanalyse 

mit 9-AMA 
3S 3R 
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Die grünen Werte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die stärker 

durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich stärker ins 

Hochfeld verschoben wurden und die roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt 

wurden. 

In Tabelle 3 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen 

farblich gegenübergestellt. Die Ergebnisse erlauben eine eindeutige Bestimmung der Hydroxy-

Konfiguration. TylKR1 reduzierte den SNAC-Ketothioester 107 zum (3R)-Hydroxy-SNAC-

Thioester 91. Die Reduktion mit AmpKR2 führte zur (3S)-Konfiguration. In den 1H-NMR-Spek-

tren lassen sich im Bereich 6.30 - 6.20 ppm die Signale des h-Protons von 9-AMA finden, die 

als Singulett für ein einzelnes Diastereomer stehen. Die Anzahl dieser Signale gibt somit einen 

Rückschluss auf die Anzahl und das Vorhandensein möglicher anderer Diastereomere. Im 

Spektrum des AmpKR2-Produkts lassen sich Signale des (R,R)-konfigurierten Esters 108 mit 

einem Anteil von 15% finden und im Spektrum des TylKR1-Produkts sind auch noch andere 

Diastereomere zu erkennen (Kapitel 8.1). Diese können jedoch nur durch einen Vergleich mit 

Referenzverbindungen anderer 9-AMA-Ester eindeutig zugeordnet werden. Außerdem 

erlaubt die 9-AMA Methode die Bestimmung der absoluten Konfiguration des sekundären 

Alkohols, in diesem Fall der 3-Position, jedoch lässt sie keine Rückschlüsse auf die Konfigura-

tion der 3-Position der 3-Hydroxythioester zu. Zusammen jedoch mit weiteren Analysen zur 

Annotation der relativen Stereochemie von SCHRÖDER konnte die komplette Zuordnung der 

3-Hydroxy-2-methyl-Motive ermöglicht werden (Tabelle 3).200,2 

 

2) 3-Hydroxythioester 93 mit PMB-Gruppe 

3-Ketothioester 109 wurde von SCHRÖDER mit MycKRA, MycKRB und AmpKR2 umgesetzt. Der 

resultierende 3-Hydroxythioester 93 wurde anschließend jeweils mit 9-AMA 94 derivatisiert. 

Die Hauptkonformere für (3R)- und (3S)-110 in Keilstrichformel sind in Schema 51 dargestellt. 

Die für die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen der 

Substituent inklusive PMB-Rest mit sechs Signalgruppen (Methylester, zwei Aromaten-

gruppen, benzylische CH2-Gruppe, CH2-Gruppen an 4- und 5-Position) und zum anderen der 

SNAC-Rest mit vier Signalgruppen (Acetyl-CH3, NCH2, SCH2 und NH) sowie das h -CH und die h-

CH3 Gruppe. Im Falle von (R)-9-AMA 94 und (3R)-konfiguriertem Alkohol 93 wird als L2 der 

SNAC-Rest, sowie das h-CH und die h-CH3 Gruppe vom Anthracenring abgeschirmt, sodass 

diese Signale im 1H-NMR-Spektrum ins Hochfeld verschoben werden sollten.
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Schema 51: Stabilste Konformere der (R)-9-AMA-Ester (R,R)-110 (oben) und (S,R)-110 (unten). 

Im Falle von (R)-9-AMA 94 und (3S)-konfiguriertem Alkohol 93 wird als L2 der PMB-Rest mit 

sechs Signalgruppen abgeschirmt und deren Signale sollten im 1H-NMR-Spektrum eine 

chemische Verschiebung ins Hochfeld erfahren. Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren der 

9-AMA-Ester ausgehend vom MycKRA-Produkt (A), AmpKR2-Produkt (B) und MycKRB-Produkt 

(D) und das des freien Alkohols vor Derivatisierung (C) sind in Abbildung 13 gezeigt.  

 

Abbildung 13: Vergleich der 1H-NMR-Spektren des 9-AMA-Esters 110 vom MycKRA-Produkt (A) mit dem vom 
AmpKR2-Produkt (B), dem des freien Alkohols 93 vor Derivatisierung (C) und mit dem des 
MycKRB-Produkts (D). Die einzelnen Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet: grün = NCH2-
Gruppe, blau = SCH2-Gruppe, rot = h -CH, lila = h -CH3-Gruppe, pink = CH2-Gruppe an 5-Position 
und gelb = benzylische CH2-Gruppe. Die Molekülstrukturen der jeweiligen Ester und des freien 
Alkohols sind in dem dazugehörigen Spektrum links inklusive der farblichen Symbolisierung der 
Signalgruppen abgebildet.
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Die CH2-Gruppen, die im Aliphatenbereich überlagern, sind generell im Abbildung 13 nicht 

gekennzeichnet. Auch der Aromatenbereich wurde nicht mit dargestellt, da die Unterschiede 

im Bereich zwischen 5.00 und 0 ppm deutlich zu erkennen sind. Die kompletten Unterschiede 

der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen sind jedoch zusammenfassend in 

Tabelle 4 zu sehen. Im Falle des Esters des AmpKR2- und MycKRA-Produkts sehen die 

chemischen Verschiebungen der Protonen ähnlich aus (Abbildung 13, A und B). Für das 

MycKRA-Produkt wurden die Signale der PMB-Reste deutlich ins Hochfeld verschoben, wobei 

die Signale der CH2-Gruppe an 5-Position mit 1.38 und 1.55 ppm (pinker Kasten) sowie die 

benzylische CH2-Gruppe mit 1.04 ppm (gelber Kasten) die höchsten Werte bilden. Auch die 

Aromatensignale erfuhren mit 0.34 und 0.10 ppm eine chemische Verschiebung ins Hochfeld. 

Das Signal des Methylesters wurde um 0.02 ppm am wenigsten stark hochfeldverschoben. Die 

Werte ähneln denen des AmpKR2-Produkts. Auch hier wurden die Signale des Methylesters 

um 0.02 ppm ins Hochfeld verschoben und die des Aromaten um 0.30 und 0.09 ppm. Die 

Signale der benzylischen CH2-Gruppe erfuhren eine chemische Verschiebung ins Hochfeld um 

0.91 ppm, die der CH2-Gruppe an 4-Position um 0.48 und 0.58 ppm und die an der 5-Position 

um 1.26 und 1.44 ppm. In beiden Fällen wurden Signale der SNAC-Einheit wie die Acetyl-CH3-

Gruppe (um 0.04 ppm im AmpKR2-Produkt, 0.02 ppm im MycKRA-Produkt), die NH-Gruppe 

(um 0.30 ppm im AmpKR2-Produkt, 0.10 ppm im MycKRA-Produkt), die SCH2-Gruppe 

(0.03 ppm im AmpKR2-Produkt, 0.02 ppm im MycKRA-Produkt) und das h -CH (0.07 ppm im 

AmpKR2-Produkt, 0.06 ppm im MycKRA-Produkt) tieffeldverschoben. Das Signal der NCH2-

Gruppe wurde um 0.03 ppm im AmpKR2-Produkt und 0.05 ppm im MycKRA-Produkt und die 

-hCH3-Gruppe um 0.19 ppm im AmpKR2-Produkt und 0.09 ppm im MycKRA-Produkt hochfeld-

verschoben.  

Für das Produkt aus der MycKRB-Reduktion sehen die chemischen Verschiebungen der 

Protonen im 1H-NMR-Spektrum gegensätzlich aus (Abbildung 13, D). Darin ist zu erkennen, 

dass die SNAC-Gruppen, gekennzeichnet durch die grünen, blauen, roten und lila Kästen, 

deutlich ins Hochfeld verschoben wurden. Das Signal des -hCH wurde um 0.24 ppm (roter 

Kasten) und das Signal der h-CH3-Gruppe um 0.68 ppm (lila Kasten) ins Hochfeld verschoben. 

Am stärksten wurde das Signal der SCH2-Gruppe mit einer chemischen Verschiebung von 

0.70 ppm (blauer Kasten) beeinflusst. Die Signale der NCH2-Gruppe (grüner Kasten) und NH-

Gruppe erfuhren eine chemische Verschiebung von 0.47 ppm und 0.41 ppm ins Hochfeld und 

die der Acetyl-CH3-Gruppe wurden am geringsten mit 0.08 ppm ins Hochfeld verschoben. 

Während diese Signale deutlich hochfeldverschoben wurden, wurden die des anderen 

Substituenten deutlich weniger stark beeinflusst. So wurden die Signale der CH2-Gruppe an 4-

Position um 0.05 ppm, die an der 5-Position um 0.23 ppm und die benzylische CH2-Gruppe um 

0.04 ppm ins Hochfeld verschoben. Eine Verschiebung ins Tieffeld trat für die Aromaten-

signale und die Signale des Methylesters mit 0.05 und 0.01 ppm auf. Somit wurden auch für 

dieses Substrat eindeutig bevorzugt Signale eines Substituenten stark ins Hochfeld ver-
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schoben, während die des zweiten Substituenten eine deutlich schwächere Verschiebung 

erfuhren. Folglich wird im Falle des MycKRA- und AmpKR2-Produkts der PMB Substituent vom 

Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale hochfeldverschoben wurden und es sich 

somit um den (3S)-konfigurierten Alkohol 93 handelt. Der Anthracenring sorgt im Falle des 

MycKRB-Produkts für eine Abschirmung der SNAC-Einheit, des h -CH und der -hCH3-Gruppe, 

sodass dieses Produkt 93 eine (3R)-Konfiguration besitzt.   

In Tabelle 4 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen 

farblich zusammengefasst. 

 
Tabelle 4: Vergleich der KR-Typen inklusive der zu erwartenden Konfigurationen der 3-Position mit den 

Ergebnissen aus dieser Arbeit. 

KR KR-Typ 
Dɻ Υ ʵ ό!ƭƪΦύς 
ʵ ό9ǎter) [ppm] 

Ergebnis der 
Konfigurationsanalyse 

mit 9-AMA 

AmpKR2 
A-Typ 
(2R,3S) 

 

3S 

MycKRA 
A-Typ 
(2S,3S) 

 

3S 

MycKRB 
B-Typ 

(2R,3R) 

 

3R 

Die grünen Werte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die stärker 

durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich stärker ins 

Hochfeld verschoben wurden und die roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt 

wurden.
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Die Ergebnisse erlauben eine eindeutige Bestimmung der Konfiguration an C-3. AmpKR2 

reduzierte auch hier den SNAC-Ketothioester 109 zum (3S)-Hydroxy-SNAC-Thioester 93. Die 

Reduktion mit MycKRA führte ebenfalls zur (3S)-Konfiguration. MycKRB setzte den 3-Keto-

SNAC-Thioester 109 hingegen zum (3R)-Thioester 93 um. Die sekundären Alkohole wurden 

aber nicht enantiomerenrein enzymatisch hergestellt, da die jeweiligen Ester als Diastereo-

merengemisch isoliert wurden. Jedoch lag der entsprechende Ester 110 jeweils als Haupt-

komponente (> 85% und >90%) vor. Zusammen mit den Daten der relativen Konfiguration der 

Referenzgemische von SCHRÖDER konnte eine komplette Zuordnung der 3-Hydroxy-2-methyl-

Motive ermöglicht werden (Tabelle 4).200,2 Abhängig von der gewählten KR-Domäne konnten 

für dieses Substrat 93 unterschiedliche Konfigurationen an C-2 und C-3 erhalten werden. 

 

3) 3-Hydroxythioester 112 mit Ethylrest 

3-Ketothioester 111 wurde von SCHRÖDER u.a. mit AmpKR2 umgesetzt. Der resultierende 

3-Hydroxythioester 112 wurde anschließend mit 9-AMA 94 derivatisiert. Die Hauptkonforme-

re für (3S)- und (3R)-113 in Keilstrichformel sind in Schema 52 dargestellt. Die für die 

chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen die Ethylkette 

mit zwei Signalgruppen (CH2- und terminale CH3-Gruppe) und zum anderen der SNAC-Rest mit 

vier Signalgruppen (Acetyl-CH3, NCH2, SCH2 und NH) sowie das h -CH und die h-CH3-Gruppe. 

 

Schema 52:  Stabilste Konformere der (R)-9-AMA-Ester (R,R)-113 (oben) und (S,R)-113 (unten). 

Im Falle von (R)-9-AMA 94 und (3R)-konfiguriertem Alkohol 112 wird als L2 der SNAC-Rest, 

sowie das -hCH und die h-CH3-Gruppe vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale 

im 1H-NMR-Spektrum ins Hochfeld verschoben werden sollten. Im Falle von (R)-9-AMA 94 und 

(3S)-konfiguriertem Alkohol 112 wird als L2 die Ethylgruppe abgeschirmt und deren Signale 

sollten eine chemische Verschiebung ins Hochfeld erfahren.  
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Ein Ausschnitt des 1H-NMR-Spektrums des 9-AMA-Esters 113 ausgehend vom AmpKR2-

Produkt (A) und des freien Alkohols 112 vor Derivatisierung (B) ist in Abbildung 14 gezeigt. 

Ausgewählte Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet. Die Unterschiede der chemischen 

Verschiebungen einzelner Signalgruppen sind zusammenfassend in Tabelle 5 zu sehen. Die 

Signale der Ethylgruppe wurden um 0.32  (CH2-Gruppe) und 0.10 ppm (CH3-Gruppe, gelber 

Kasten) hochfeldverschoben, während die des anderen Substituenten nicht (Acetyl-CH3, SCH2-

Gruppe, blauer Kasten), wenig (NCH2-Gruppe: 0.04 ppm, grüner Kasten) oder sogar ins Tieffeld 

verschoben wurden (NH: 0.28 ppm, h -CH: 0.02 ppm, roter Kasten). Erstaunlich ist, dass die -h

CH3-Gruppe (lila Kasten) um 0.20 ppm ins Hochfeld verschoben wurde und somit stärker als 

die terminale CH3-Gruppe. 

 

Abbildung 14:  Vergleich der 1H-NMR-Spektren des 9-AMA-Esters 113 vom AmpKR2-Produkt (A) mit dem des 
freien Alkohols 112 vor Derivatisierung (B). Die einzelnen Signalgruppen sind farblich 
gekennzeichnet: grün = NCH2-Gruppe, blau = SCH2-Gruppe, rot = h -CH, lila = h -CH3-Gruppe und 
gelb = CH3-Ethyl-Gruppe. Die Molekülstrukturen des Esters und des freien Alkohols sind in dem 
dazugehörigen Spektrum links inklusive der farblichen Symbolisierung der Signalgruppen 
abgebildet. 

Wegen der Kürze des Ethylrest und der Tatsache, dass die -hCH3-Gruppe mit 0.20 ppm eine 

stärkere Verschiebung ins Hochfeld erfährt als die terminale CH3-Gruppe mit 0.10 ppm, 

erscheint eine Zuordnung der Konfiguration nicht so eindeutig wie in den bisher dargestellten 

Fällen. Das Wissen über die Unterschiede in den chemischen Verschiebungen gerade für die 

Signalgruppen der SNAC-Einheit der beiden anderen Substrate 108 und 110 stellt aber einen 

guten Vergleich dar. Denn in diesem Fall ähneln die Unterschiede in der chemischen 

Verschiebung der SNAC-Reste den SNAC-Signalgruppen, die als L1 weniger stark vom Anthra-
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cenring abgeschirmt wurden (Kapitel 8.1). Das wiederum stützt die Annahme, dass der SNAC-

Rest, das -hCH und die -hCH3-Gruppe des Esters 113 weniger stark vom Anthracenring 

abgeschirmt werden und es sich bei diesem Substrat somit um den (3S)-konfigurierten Alkohol 

112 handeln muss. Der Ester 113 wurde als Diastereomerengemisch isoliert, was eine ein-

deutige Zuordnung zudem erschwert. Denn die darin enthaltenen Diastereomere können nur 

durch einen Vergleich mit Referenzverbindungen eindeutig zugeordnet werden. Diese liegen 

nicht vor, sodass über andere Diastereomere keine eindeutige Aussage getroffen werden kann.  

In Tabelle 5 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen 

farblich zusammengefasst.  

 
Tabelle 5:  Vergleich der KR-Typen inklusive der zu erwartenden Konfigurationen der 3-Position mit den 

Ergebnissen aus dieser Arbeit. 

KR KR-Typ 
Dɻ Υ ʵ ό!ƭƪΦύς 
ʵ ό9ǎǘŜǊ) [ppm] 

Ergebnis der 
Konfigurationsanalyse 

mit 9-AMA 

AmpKR2 
A-Typ 
(2R,3S) 

 

3S 

Die grünen Werte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die stärker 

durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich stärker ins 

Hochfeld verschoben wurden und die roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt 

wurden. 

Folglich wird im Falle des AmpKR2-Produkts der Ethyl-Substituent vom Anthracenring abge-

schirmt, sodass diese Signale hochfeldverschoben wurden und es sich um den (3S)-konfi-

gurierten Alkohol 112 handelt. AmpKR2 reduziert auch diesen 3-Keto-SNAC-Thioester 111 

zum sekundären Alkohol 112 mit einer (3S)-Konfiguration. 

 

4) 3-Hydroxythioester 92 mit Cyclopentylring 

3-Ketothioester 114 wurde von SCHRÖDER mit MycKRB umgesetzt. Der resultierende 

3-Hydroxythioester 92 wurde anschließend mit 9-AMA 94 derivatisiert. Die Hauptkonformere 

für (3R)- und (3S)-115 in Keilstrichformel sind in Schema 53 dargestellt. Die für die chemische 

Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen der Cyclopentylring mit vier 
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CH2-Gruppen und zum anderen der SNAC-Rest mit vier Signalgruppen (Acetyl-CH3, NCH2, SCH2 

und NH) sowie das h -CH und die h-CH3-Gruppe. 

 

Schema 53: Stabilste Konformere der (R)-9-AMA-Ester (R,R)-115 (oben) und (S,R)-115 (unten). 

Im Falle von (R)-9-AMA 94 und (3R)-konfiguriertem Alkohol 92 wird als L2 der SNAC-Rest, sowie 

das h -CH Gruppe und die h-CH3-Gruppe vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale 

im 1H-NMR-Spektrum ins Hochfeld verschoben werden sollten. Im Falle von (R)-9-AMA 94 und 

(3S)-konfiguriertem Alkohol 92 wird als L2 der Cyclopentylring abgeschirmt und dessen Signale 

sollten im 1H-NMR-Spektrum hochfeldverschoben werden.  

Im 1H-NMR-Spektrum des Esters 115 (Abbildung 15, A) ist zu erkennen, dass die Signale der 

SNAC Einheit, gekennzeichnet mit grünen und blauen Kästen, mit 0.93 ppm für die SCH2-

Gruppe, 0.52 ppm für die NCH2-Gruppe, 0.35 ppm für NH und 0.12 ppm für Acetyl-CH3-Gruppe 

sowie das h -CH mit 0.38 ppm (roter Kasten) und das Signal der -hCH3-Gruppe mit 0.66 ppm 

(lila Kasten) deutlich ins Hochfeld verschoben wurden. Die Signale des Pentylrings (gelber 

Kasten) überlagern stark, sodass nur ein Wert von 0.05 ppm bestimmt werden konnte. Hier 

erschwert ein einzelner Wert nur eines Substituenten eine eindeutige Zuordnung der 

Konfiguration. Der Vergleich der anderen Substituenten im Hinblick auf die Werte der 

chemischen Verschiebungen für die SNAC-Signalgruppen lässt jedoch vermuten, dass vor 

allem der SNAC-Rest, das h-CH und die h-CH3-Gruppe des Esters 115 abgeschirmt wurden und 

das Substrat 92 somit mit einer (3R)-Konfiguration vorliegt.  
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Abbildung 15: Vergleich der 1H-NMR-Spektren des 9-AMA-Esters 115 vom MycKRB-Produkt (A) mit dem des 
freien Alkohols 92 vor Derivatisierung (B). Die einzelnen Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet: 
grün = NCH2-Gruppe, blau = SCH2-Gruppe, rot = h -CH, lila = h -CH3-Gruppe und gelb = CH2-Ring-
Gruppen. Die Molekülstrukturen des Esters und des freien Alkohols sind in dem dazugehörigen 
Spektrum links inklusive der farblichen Symbolisierung der Signalgruppen abgebildet. 

Tabelle 6 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen 

farblich zusammengefasst. Im Falle des MycKRB-Produkts 92 wird der SNAC-Rest, das -hCH 

und die -hCH3-Gruppe vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale chemisch ins 

Hochfeld verschoben wurden und es sich um den (3R)-konfigurierten Alkohol 92 handelt. 

MycKRB reduzierte diesen 3-Keto-SNAC-Thioester 114 zum (3R)-konfigurierten sekundären 

Alkohol 92.  
 

Tabelle 6: Vergleich der KR-Typen inklusive der zu erwartenden Konfigurationen der 3-Position mit den 
Ergebnissen aus dieser Arbeit. 

KR KR-Typ 
Dɻ Υ ʵ ό!ƭƪΦύς 
 ɻ(Ester) [ppm] 

Ergebnis der 
Konfigurationsanalyse 

mit 9-AMA 

MycKRB B-Typ (2R,3R) 

 

3R 
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Die grünen Werte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die stärker 

durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich stärker ins 

Hochfeld verschoben wurden und die roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt 

wurden. 

Eine Zusammenfassung der Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten 

L1 und L2 aller getesteten Substrate im Vergleich zu den jeweiligen freien Alkoholen ist in 

Schema 54 zu sehen. Während im Falle der ((3R),(R)-9-AMA)-Ester die Protonensignale der 

SNAC-Einheit chemisch ins Hochfeld verschoben wurden, wurden im Falle der ((3S),(R)-9-

AMA)-Ester die Protonensignale des jeweiligen charakteristischen Rests des Substrats 

chemisch hochfeldverschoben.  

 

Schema 54. Gegenüberstellung der Substituenten L1 und L2 der (3S)- und (3R)-konfigurierten Hydroxy-
thioester-(R)-9-AMA-Ester mit den dazugehörigen KR. Die Substituenten, die vom Anthracen-
ring stark abgeschirmt wurden, sind grün gekennzeichnet und diejenigen, die weniger stark 
vom Anthracenring abgeschirmt wurden, sind rot gekennzeichnet. (3S)-konfigurierte 
3-Hydroxythioester sind links abgebildet und (3R)-konfigurierte sind rechts dargestellt. Die für 
die Herstellung der jeweiligen 3-Hydroxythioester verantwortlichen KR stehen jeweils neben 
dem Substrat. Die grünen Werte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der 
Substituenten dar, die stärker durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst 
wurden und deren Signale damit deutlich stärker ins Hochfeld verschoben wurden und die 
roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurden.
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Durch die Kenntnis der Hauptkonformere und die Zuordnung von L1 und L2 zu den entspre-

chenden Substituenten neben dem zu betrachtenden Stereozentrum lassen sich die absoluten 

Konfigurationen dieser enzymatischen Produkte mit 9-AMA als CDA eindeutig bestimmen. Für 

diese Eindeutigkeit ist jedoch die Auswertung möglichst aller Signale entscheidend.  

Die Rohprodukte von KR-Enzymaktivitätstests können so mithilfe von 9-AMA direkt und ein-

deutig auf ihre absolute Konfiguration untersucht werden. Die untersuchten KRs zeigten 

jeweils ausgeprägte substratabhängige Stereoselektivitäten. AmpKR2 als A1-Typ-Domäne 

reduzierte die 3-Keto-SNAC-Thioester 107, 109 und 111 zum jeweiligen (2R,3S)-konfigurierten 

Alkohol. MycKRA wirkte als A-Typ KR-Domäne und führte zum (2S,3S)-konfigurierten Alkohol 

93, während MycKRB als B-Typ KR-Domäne die 3-Keto-SNAC-Thioester 109 und 114 in die 

jeweiligen (2R,3R)-konfigurierten Alkohole überführte. TylKR1 als B-Typ KR-Domäne stellte 

ebenso den (2R,3R)-konfigurierten Alkohol 91 ausgehend von Keton 107 her.  

Neben der Etablierung von 9-AMA 94 zur Konfigurationsanalyse von Rohprodukten enzyma-

tischer Reaktionen als robuste Methode konnte zudem mehr über die substratabhängige 

Stereoselektivität einzelner KRs erfahren werden. 
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5.2  Entwicklung eines dynamisch kinetischen Racematspaltungssystems mit 

TH-Katalysatoren 

AmbDH3 eignet sich als Biokataysator für die Synthese chiraler THP-Ringe. HOLLMANN et al. 

entwickelten eine Substratbibliothek von 20 verschiedenen Substraten, die nach der 

Umsetzung mit AmbDH3 die entsprechenden Pyran-, Furan- oder Dioxanringe lieferten.184 

AmbDH3 kontrolliert bei dieser Reaktion den spezifischen Aufbau zweier benachbarter 

Stereozentren C2 und C3. Entscheidend für die Enzymaktivität ist dabei die Konfiguration an 

C7 des Vorläufers, da aufgrund der stereoisomeren Diskriminierung an C7 nur (7R)-90 in den 

entsprechenden THP-Ring 8 über eine intramolekulare oxa-MICHAEL-Addition überführt wird. 

Die verfügbare Methodologie für chemische IMOMA-Reaktionen erlaubt nur eine diastereo-

selektive Synthese und eine geringe Vorhersagbarkeit der Produktkonfiguration, welche 

zudem an Position C2 nicht kontrollierbar ist. Die Tatsache, dass AmbDH3 nur (7R)-kon-

figurierte Alkohol akzeptiert und umsetzt, ebnet den Weg für die Kombination mit komple-

mentären Reaktionen hin zu einer dynamisch kinetischen Racematspaltung oder Deracemi-

sierung. Chirale THP-Ringe können so, ausgehend von racemischen Startmaterialien, 

hergestellt werden. Dabei sorgt AmbDH3 für den kinetischen Racematspaltungsschritt und ein 

THC könnte für die nötige Racemisierung verantwortlich sein (Schema 55). 

 

Schema 55: Dynamisch kinetischen Racematspaltung von 7-Hydroxy-SNAC-Thioester 90 mit einem Enzym 
als Katalysator für die kinetische Racematspaltung (Zyklisierung) und einem THC, der sicher-
stellt, dass immer wieder (R)-konfiguriertes Substrat für die kinetische Racematspaltung zur 
Verfügung steht. Iridium-Katalysator 35 und Ruthenium-Katalysator 116 wurden für dieses 
System von SOMMERMANN in ihrer Masterarbeit getestet.205  

SOMMERMANN untersuchte im Rahmen ihrer Masterarbeit zwei literaturbekannte THCs 35 und 

116 auf ihre Racemisierungsaktivität und Kompatibilität mit dem polaren SNAC-Rest.205 

Getestet wurden die beiden THCs hierbei an bereits literaturbekannten Alkoholen, wie 

(S)-Phenylethanol (25), um einen direkten Vergleich zu ermöglichen. Dabei optimierte sie die 

Reaktionsbedingungen, um diese final auf den ,h ß-ungesättigten SNAC-Thioester 90 anzu-

wenden. Die Untersuchungen führten letztendlich zu dem Ergebnis, dass der Ru-THC 116
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bessere Racemisierungsaktivität zeigt als der Ir-THC 35, aber beide für das Doppelbindungs- 

und Thioester-Motiv tragende Substrat 90 keine ausreichende Aktivität aufweisen, um als 

Racemisierungskatalysator in einem DKR-System mit AmbDH3 eingesetzt zu werden. Weitere 

THCs müssen für die Etablierung des gewünschten DKR-Systems untersucht werden, von 

denen bereits bekannt ist, dass diese funktionellen Gruppen keine Auswirkungen auf die 

Aktivität des Katalysators haben.   

Im Laufe dieser Arbeit wurde der Fokus jedoch auf eine andere Kategorie von Übergangs-

metallkatalysatoren gerichtet, die nicht mehr als Racemisierungskatalysator in einem DKR-

System mit AmbDH3 eingebaut werden sollten. Diese sollten stattdessen den 7-Keto-SNAC-

Thioester 7 selektiv zum (R)-konfigurierten Alkohol 90 reduzieren und gleichzeitig im 

wässrigen Milieu arbeiten. So sollte ermöglicht werden, dass dieser Reduktionsschritt 

zusammen mit der AmbDH3-katalysierten Zyklisierung zu einer Kaskadenreaktion kombiniert 

wird. Zugleich sollte getestet werden, ob solche Übergangsmetallkatalysatoren und AmbDH3 

kompatibel sind.  

Diesen Kriterien entsprechend wurden zwei Übergangsmetallkatalysatoren ausgewählt. Zum 

einen sollte der kommerziell erhältliche NOYORI-IKARIYA Katalysator 117 getestet werden, der 

sich durch seine (R)-Selektivität auszeichnet, sowie Reduktionen in Wasser durchführen kann. 

Zum anderen sollte der Iridium-Katalysator 118 untersucht werden, der für seine einfache 

Synthese und Reduktionen im wässrigen Milieu bekannt ist. Diese Katalysatoren sollten auf 

ihre Reduktionen zum (R)-konfigurierten Alkohol 90 und ihre Wasserverträglichkeit geprüft 

werden. Zunächst sollten spezifischen Reaktionen aus der Literatur, die mit dem jeweiligen 

Katalysator durchgeführt wurden, reproduziert werden. Für diese Reaktionen und vor allem 

für DKR-Reaktionen und Racemisierungstests mit Übergangsmetallkatalysatoren werden in 

sehr vielen Beispielen zuerst (S)-Phenylethanol (25) oder Acetophenon (45), also aromatische 

Substrate, herangezogen. In Übereinstimmung mit der Literatur sollten deswegen Acetophe-

non (45) und (S)-Phenylethanol (25) mit den Katalysatoren zuerst getestet werden. Im Falle 

ausreichender Umsätze und Enantiomerenüberschüsse sollten dann andere Substrate wie 

ß-Ketoester 119 und anschließend das SNAC-Substrat 7 getestet werden. Die Reaktions-

bedingungen sollten so variiert werden, dass eine selektive Reduktion zum (R)-konfiguriertem 

Alkohol 90 in wässriger Umgebung mit hohen Umsätzen und ee-Werten möglich ist. 

Schließlich sollte die TH-katalysierte Reduktion mit der AmbDH3-katalysierten IMOMA 

Reaktion kombiniert werden, um eine Kaskadenreaktion zu realisieren. Das übergeordnete 

Ziel bestand darin, chirale THP-Ringe ausgehend von leicht zugänglichen Ketonen wie 7 durch 

diese Kaskadenreaktion herzustellen.
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5.2.1 NOYORI-IKARIYA-Katalysator 117 

In den letzten Jahren wurden THCs entwickelt, die in Wasser agieren und meist Formiate als 

Wasserstoffdonor verwenden. Wasser als Lösungsmittel für organische Reaktionen eröffnet 

eine breite Palette attraktiver physikalisch-chemischer Eigenschaften im Vergleich zu 

herkömmlichen organischen Lösungsmitteln. Diese Wasser-basierten Reaktionen zeichnen 

sich durch Nichttoxizität und Nichtbrennbarkeit aus, was eine vielversprechende Plattform für 

eine nachhaltigere und sicherere chemische Synthese schafft. Ein wichtiger Vorteil liegt somit 

in den wirtschaftlichen, umweltfreundlichen und sicherheitstechnischen Aspekten, die mit 

dem Einsatz von Wasser als Reaktionsmedium einhergehen. Ein weiterer Vorteil ergibt sich 

aus der Trennung von Produkt und Katalysator im Aufarbeitungsschritt durch einfache 

Phasentrennung. Falls der Katalysator wasserlöslich ist, aber nicht löslich in der organischen 

Phase, verbleibt er in der wässrigen Phase, während sich das Produkt in der organischen Phase 

abtrennen lässt. Transferhydrierungen in Wasser sind pH-abhängig, was eine strategische 

Möglichkeit liefert, die Steuerung von Nebenreaktionen und die Feinabstimmung von Selek-

tivitäten zu beeinflussen.206, 207 Allerding setzt dies die Wasserlöslich- und -verträglichkeit des 

Katalysators voraus.   

In den letzten Jahren sind viele Beispiele von THCs in wässriger Umgebung erschienen. Ein 

bekanntes Beispiel ist der NOYORI-IKARIYA Katalysator 117. XIAO et al. entwickelten tosylierte 

1,2-Diphenylethylendiamin-(Ts-DPEN)-Systeme, die Chlorogebundene Ru II und p-Cymene als 

ŀǊƻƳŀǘƛǎŎƘŜƴ ˉ-Akzeptorligand besitzen (Schema 56). Sie konnten zeigen, dass dieser und der 

Ru-(R,R)-PTs-DPEN (PTs-DPEN= Poly(ethylenglycol)-unterstützte Ts-DPEN) die asymmetrische 

Transferhydrierung von aromatischen Ketonen durch HCOONa und Wasser sehr gut 

katalysiert. Letztere ist stabil und wiederverwendbar und reduziert Ketone zu den ent-

sprechenden Alkoholen mit sehr guten Umsätzen und Selektivitäten. In diesen Arbeiten wurde 

zudem der Mechanismus untersucht, wobei festgestellt wurde, dass der pH-Wert enormen 

Einfluss auf diesen und auch auf die Enantioselektivität hat.208,209,210,211 

 

Schema 56: Ruthenium-Katalysator 122 katalysiert effizient und stereoselektiv die Reduktion von aroma-
tischen Ketonen zu den entsprechenden Alkoholen.209 

Der kommerziell erhältliche, chirale Katalysator 117 setzt vor allem Substrate mit aroma-

tischem Rest um. So reduziert er Acetophenon (45) in Wasser bei 40 °C zum (R)-konfigurierten 

Alkohol 25 mit einem Umsatz von 99% und einem ee-Wert von 95%.206
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Diese Reaktion wurde in der Arbeitsgruppe reproduziert und Umsatz und ee-Wert mit den 

Werten aus der Literatur verglichen. Der Umsatz betrug in diesem Fall 76% (Schema 57). 

 

  

Schema 57:   1H-NMR-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) der Umsetzung von Acetophenon (45) mit Katalysator 117 

in HCOONa-H2O zum sekundären Alkohol 25. Der Umsatz wurde anhand der Signale der CH3-

Gruppe des Edukts (ɲ  ɻ= 2.61 ppm, rot), des Produkts (ɲ  ɻ= 1.51 ppm, grün) und des h -CH-

Protons des Alkohols 25 (ɲ  ɻ= 4.91 ppm, blau) bestimmt. Die farbliche Symbolisierung der 

Signalgruppen ist in der Reaktionsgleichung abgebildet. 

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde der Alkohol 25 mit (R)-9-AMA 94 

derivatisiert. Die für die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten der 

Hauptkonformere für (S) und (R)-100 sind zum einen der Phenylring und zum anderen die 

Methylgruppe (Schema 58).  

Im Falle von (S)-Alkohol 25 und (R)-9-AMA 94 sollte der Anthracenring einen abschirmenden 

Effekt auf die Methylgruppe (L2) ausüben, während im Falle von (R)-Alkohol 25 und (R)-9-AMA 

94 der Phenylring (L2) abgeschirmt werden sollte. Somit sollten die Signale der abgeschirmten 

Substituenten im Vergleich zu denen des freien Alkohols chemisch ins Hochfeld verschoben 

werden. In Schema 59, A ist die Reaktionsgleichung der Reduktion und der (R)-9-AMA-

Derivatisierung sowie die bestimmten Unterschiede in den chemischen Verschiebungen der 

Substituenten L1 und L2 zusammengefasst. Die Unterschiede der chemischen Verschiebungen 

einzelner Signalgruppen (ɲ )ɻ sind farblich gekennzeichnet.
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Schema 58:  Stabilste Konformere der (R)-9-AMA-Ester (S,R)-100 (oben) und (R,R)-100 (unten). 

Der Substituent L2 mit der Phenylgruppe wurde eindeutig abgeschirmt und diese Signale im 
1H-NMR-Spektrum ins Hochfeld verschoben mit Werten von ɲ  ɻ= 0.33 - 0.72 ppm. Das Signal 

der Methylgruppe wies eine chemische Verschiebung von ɲ  ɻ= 0.12 ppm ins Hochfeld auf, 

sodass es sich um den (R)-konfigurierten Alkohol 25 handelt. Die Werte ähneln denen aus 

Kaptitel 5.1.2.1. 

A

 

 

Schema 59: (A) Reaktionsgleichnug der Reduktion und (R)-9-AMA-Derivatisierung des Substrats 45 inklusive 
der Unterschiede der chemischen Verschiebungen für die beiden Substituenten. Auch hier 
stellen die grünen Werte die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten 
dar, die stärker durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und die 
roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurden. (B) 1H-NMR-
Spektrum (CDCl3, 500 MHz) der (R)-9-AMA Derivatisierung mit einem Ausschnitt des 9-AMA- -h
Protons von (R,R)-100 (  ɻ= 6.34 ppm, grün) und (S,R)-100 (  ɻ= 6.27 ppm, rot). 
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In Schema 59, B ist das 1H-NMR-Spektrum des erhaltenen (R)-9-AMA-Esters 100 inklusive 

eines Ausschnitts des Signalbereichs des 9-AMA- -hProtons gezeigt. Das h-Proton von (R,R)-9-

AMA-Ester 100 besitzt eine chemische Verschiebung von ɻ = 6.34 ppm (grün) und das des 

(S,R)-9-AMA-Esters 100 von ɻ  = 6.27 ppm (rot). So ergibt sich ein Verhältnis des (R,R):(S,R)-9-

AMA-Esters 100 von 94:6 und somit ein ee-Wert von 88%. Der (R)-konfigurierte Alkohol 25 

wurde eindeutig bevorzugt hergestellt. Der Katalysator 117 setzte somit das Substrat 45 mit 

76% zum sekundären Alkohol 25 und einem ee-Wert von 88% um. Die Werte liegen unter 

denen der Literatur mit jeweils >92%.206,209  

Mit diesen moderaten Ergebnissen wurde anschließend als weiteres Substrat das Keton 119 

getestet und mit Katalysator 117 in wässrigem Milieu umgesetzt. Ein Umsatz von 78% konnte 

erzielt werden (Schema 60). 

 

 

Schema 60:   1H-NMR-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) der Umsetzung von Keton 119 mit Katalysator 117 in 

HCOONa-H2O zum sekundären Alkohol 123. Der Umsatz wurde anhand der Signale der CH2-

Gruppe des Edukts (ɲ  ɻ= 3.42 ppm, rot) und des Protons am Alkohol im Produkt (ɲ  ɻ= 4.01 ppm, 

grün) bestimmt. Die farbliche Symbolisierung der Signalgruppen ist in der Reaktionsgleichung 

abgebildet. 

Das Rohprodukt wurde anschließend mit (R)-9-AMA 94 derivatisiert, um die absolute 

Konfiguration zu bestimmen (Schema 61). Die chemischen Verschiebungen der Edukt-

protonen sowie des (R)-9-AMA-Esters 124 überlagern im Aliphatenbereich. Im hervorge-

hobenen Ausschnitt erkennt man jedoch eindeutig das Vorliegen zweier Diastereomere mit 

einem Verhältnis von 1.3 (ɻ = 6.24 ppm) zu 1 (ɻ  = 6.23 ppm). Diese Erkenntnis führt zu dem 

Schluss, dass der Katalysator 117 das Keton 119 zum Racemat 123 reduziert.
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Schema 61: 1H-NMR-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) der (R)-9-AMA-Derivatisierung des Substrats 119 mit 
einem Ausschnitt des 9-AMA- -hProtons. 

Weiterhin wurde getestet, ob der Katalysator 117 unter den obigen Reaktionsbedingungen im 

wässrigen Milieu den h , ß-ungesättigten SNAC-Thioester 7 umsetzt. 

 

Schema 62: 1H-NMR-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) der Umsetzung von 7-Keto-SNAC-Thioester 7 mit 
Katalysator 117 in HCOONa-H2O zum sekundären Alkohol 90. Der Umsatz wurde anhand der 
Integrale des Signals an der Doppelbindung des Ketons 7 ό ɻ= 6.72 ppm, orange) und des 
Alkohols 90 ό ɻ= 6.77 ppm, grün) ermittelt. 

  








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































