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1. Einleitung

Viele Proteine enthalten einen nicht diffusionsf�higen
Cofaktor, oft prosthetische Gruppe genannt, der nichtpep-
tidischen Ursprungs ist und im aktiven Zentrum des Proteins
gebunden ist. F�r die Funktion des Proteins ist ein solcher
Cofaktor essenziell, da er f�r die Bindung des Substrates und

anderer Reaktionspartner sowie f�r
den katalytischen Umsatz erforderlich
ist. Bedeutende Beispiele f�r solche
prosthetischen Gruppen sind Porphy-
rin- und Flavinderivate,[1] die oftmals
Elektronentransferreaktionen kataly-
sieren. Eine Besonderheit dieser De-

rivate ist, dass sie h�ufig durch chemische Methoden oder
biologische Manipulation des Enzyms entfernt werden
k�nnen. Durch Modifizieren der prosthetischen Gruppe und
anschließendes Wiedereinbringen des ver�nderten Cofaktors
in das Enzym (Rekonstitution des Enzyms) k�nnen ver�n-
derte katalytische Eigenschaften erhalten werden. In Abbil-
dung 1a ist die Methode der Rekonstitution dargestellt; man
erkennt, dass dabei die Erzeugung von Apoproteinen not-
wendig ist. Apoproteine sind gefaltete Proteine, deren pros-
thetische Gruppen entfernt wurden, sodass nun native oder
synthetische Cofaktoren eingef�hrt werden k�nnen. Dieser
Ansatz ist eine vielseitige Methode zur Untersuchung von
Reaktionsmechanismen und erm�glicht dar�ber hinaus die
Einf�hrung neuartiger Funktionen in ein bestimmtes Protein.
Im weiteren Sinne wird mit dem Begriff „Rekonstitution“
auch das Einbringen metallischer Cofaktoren (nicht nur
prosthetischer Gruppen) in Apoenzyme beschrieben. Als
Beispiele seien hier die FeMo-Zentren von Nitrogenasen[2–4]

oder die NiFe-Zentren von Hydrogenasen[5] genannt. Zwar ist
auch dies ein interessantes Gebiet, wir wollen uns in diesem

Viele Enzyme enthalten einen nicht diffusionsf�higen organischen
Cofaktor, prosthetische Gruppe genannt, der im aktiven Zentrum des
Enzyms platziert und essenziell f�r die katalytische Aktivit�t ist. Ein
solcher Cofaktor kann oftmals aus dem Protein entfernt werden, wo-
bei das entsprechende Apoenzym freigesetzt wird. Dieses kann wie-
derum mit einem k�nstlichen Analogon des nativen Cofaktors re-
konstituiert werden. Heutzutage steht eine große Zahl k�nstlicher
Cofaktoren zur Verf�gung, die f�r die Rekonstitution genutzt werden
k�nnen und damit die Herstellung von neuartigen halbsynthetischen
Enzymen erm�glichen. Diese Methode ist in den letzten Jahrzehnten
zu einem vielseitigen Hilfsmittel f�r die strukturelle Enzymologie
weiterentwickelt worden, um Struktur-Funktions-Beziehungen zu
untersuchen. Dar�ber hinaus kann die Rekonstitution von Apoenzy-
men genutzt werden, um Enzyme mit verbesserten oder sogar v�llig
neuartigen Funktionen herzustellen. Der vorliegende Aufsatz gibt ei-
nen �berblick �ber die historischen Entwicklungen auf diesem Gebiet
sowie �ber die aktuellen Methoden zur Rekonstitution von Apoen-
zymen.
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Abbildung 1. a) Rekonstitution von Apoenzymen. Die Extraktion des
nativen Cofaktors (gr�n) ergibt das Apoenzym, das anschließend mit
einem k�nstlichen Cofaktor (blau) rekonstituiert werden kann. b) Ver-
gleich von drei H�menzymstrukturen, bei denen der Cofaktor in Rot
dargestellt ist. Das H�m in Mb befindet sich nahe der Oberfl�che des
Proteins, w�hrend das aktive Zentrum von P450cam tief im Inneren der
Terti�rstruktur des Proteins verborgen ist. HRP ist ein Beispiel f�r ein
partiell verborgenes H�m, das noch chemisch entfernt werden kann.
Es ist zu beachten, dass die Strukturunterschiede deutlichen Einfluss
auf die Leichtigkeit der Cofaktorextraktion und Enzymrekonstitution
haben.
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Aufsatz jedoch auf die Rekonstitution mit nativen und mo-
difizierten prosthetischen Gruppen konzentrieren, die ein
organisches Grundger�st haben.

Die Rekonstitution eines Apoproteins mit einem syn-
thetischen Cofaktor kann f�r vielf�ltige Anwendungen in der
(Nano-)Biotechnologie genutzt werden. Zum Beispiel
k�nnen komplexe neue Bausteine, wie nanostrukturierte
Oberfl�chen, adressierbare Katalysatoren oder auch Mikro-
und Nanoarrays halbsynthetischer Proteine, generiert
werden. Dar�ber hinaus wird das Entfernen und Wiederein-
bringen eines Cofaktors bereits seit l�ngerer Zeit als leis-
tungsf�hige Methode der strukturellen Enzymologie genutzt,
um die Funktion bestimmter Atome eines Cofaktors oder
verschiedener Aminos�uren im aktiven Zentrum des Proteins
aufzukl�ren. So spielt die Umgebung der prosthetischen
Gruppe beispielsweise bei den H�menzymen eine wichtige
Rolle, da sie die Aktivit�t des Enzyms maßgeblich beein-
flusst.

W�hrend der letzten 30 Jahre wurde die Rekonstitution
insbesondere von Flavo- und H�menzymen weiterentwickelt,
um eine elektrische Kommunikation von Enzymen mit
Elektroden zu erm�glichen. Auf diese Weise k�nnen Kata-
lysemechanismen sowie Protein-Protein- und Protein-
Ligand-Erkennungsprozesse untersucht und neue Biomate-
rialien hergestellt werden. So ist es beispielsweise aus Sicht
der Synthesechemie und der Biokatalyse von großem Inter-
esse, neuartige, halbsynthetische Metalloenzyme zu entwi-
ckeln, die unter milden Bedingungen hohe Selektivit�ten und
Reaktivit�ten aufweisen. Auf diesem Gebiet wurden hoch-

interessante Fortschritte gemacht, sodass es heute m�glich ist,
mit diesen halbsynthetischen Metalloenzymen ihre nat�rli-
chen Gegenst�cke zu imitieren. Ein gutes Beispiel f�r die
Einf�hrung neuartiger Funktionen durch Rekonstitution mit
k�nstlich ver�nderten Cofaktoren bieten die H�menzyme mit
ihren metallhaltigen Porphyrincofaktoren. In diesem Aufsatz
soll ein umfassender �berblick �ber die aktuellen Techniken
der Rekonstitutionsmethodik gegeben werden, die sowohl
zur Analyse von Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen der
Enzyme als auch zum Design neuartiger Biosensoren und
Biomaterialien eingesetzt werden.

2. Flavin-adenin-dinucleotid-Rekonstitution

Flavin-adenin-dinucleotid (FAD, 1) findet man als pro-
sthetische Gruppe in einer Vielzahl von Enzymen. Es ist an
Ein- und Zweielektronentransfers biologischer Prozesse wie
der Photosynthese, der Atmungskette und verschiedener
Stoffwechselwege beteiligt. Die redoxaktiven Zentren von
FAD befinden sich am Isoalloxazinring, w�hrend die Ribi-
tolphosphat- und Adenosinphosphatreste haupts�chlich zur
Verankerung des Cofaktors dienen und stabilisierende
Wechselwirkungen mit Aminos�ureresten des Proteins ein-
gehen (Abbildung 2). Diese spezifischen Wechselwirkungen
zwischen Flavin und Protein, genauso wie die Konformation
von FAD innerhalb der aktiven Tasche des Proteins, bestim-
men die katalytische Aktivit�t des Proteins. So zeigt z. B.
Abbildung 2a eine gestreckte und Abbildung 2b eine gebo-

Ljiljana Fruk studierte an der Universit�t
Zagreb (Kroatien) Chemie und promovierte
2004 and der University of Strathclyde (Glas-
gow), wo sie bei E. Smith und D. Graham
am Design von SERRS-Sonden f�r die Bio-
spektroskopie arbeitete. 2004 schloss sie sich
der Arbeitsgruppe um C. M. Niemeyer an,
zun�chst als Humboldt- und sp�ter als
Marie-Curie-Stipendiatin, um an der Synthe-
se von DNA-Protein-Konjugaten und deren
Anwendungen im Biosensordesign zu arbei-
ten. 2008 wurde sie Nachwuchsgruppenleite-
rin am Zentrum f�r funktionelle Nanostruk-
turen an der Universit�t Karlsruhe, wo sie
biofunktionalisierte Nanopartikel untersucht.

Chi-Hsien Kuo erhielt 2000 den BSc von der
National Taiwan University und 2004 den
MSc von der National Tsing-Hua University
(Taiwan). An der National Tsing-Hua Uni-
versity forschte er im Bereich der Oberfl�-
chenchemie und untersuchte selbstorgani-
sierte Monoschichten auf Siliciumoxidober-
fl�chen. 2006 wechselte er zu C. M. Nie-
meyers Arbeitsgruppe als Doktorand und
DAAD-Stipendiat. Er untersucht die Rekon-
stitution neuartiger H�menzyme.

Eduardo Torres erhielt 1994 den BSc und
1997 den MSc f�r Biochemie von der Uni-
versit�t Puebla, wo er im Jahr 2000 auch
promovierte. Er arbeitete von 2000 bis 2006
im Instituto Mexicano del Petr�leo mit
H�mproteinen im Bereich der Petrobiotech-
nologie, bevor er 2006 zur Arbeitsgruppe von
C. M. Niemeyer wechselte. Derzeit arbeitet
er als Wissenschaftler an der Universidad
Metropolitana – Cuajimalpa (Mexiko-Stadt)
im Departamento de Procesos y Tecnolog�a.

Christof M. Niemeyer studierte Chemie an
der Universit�t Marburg und promovierte
am MPI f�r Kohlenforschung (M�lheim/
Ruhr) bei M. T. Reetz. Nach einem For-
schungsaufenthalt am Center for Advanced
Biotechnology in Boston (USA) bei C. R.
Cantor habilitierte er 2000 an der Universi-
t�t Bremen. Seit 2002 ist er Professor f�r
Biologische und Chemische Mikrostruktur-
technik an der TU Dortmund. Er untersucht
die Chemie von Biokonjugaten und ihre An-
wendungen in der Biosensorik, Katalyse und
der molekularen Nanotechnologie. Er ist

Gr�nder der Firma Chimera Biotec, die sich mit der Kommerzialisierung
von DNA-Protein-Konjugaten befasst.

L. Fruk, C. M. Niemeyer et al.Aufs�tze

1580 www.angewandte.de � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2009, 121, 1578 – 1603

http://www.angewandte.de


gene FAD-Konformation.[6] Erst k�rzlich wurden FAD-hal-
tige Proteine gem�ß der Beziehung zwischen ihrer Amino-
s�uresequenz und der FAD-Konformation auf Basis ihrer
Sequenz-Struktur-Beziehung in vier unterschiedliche Klassen
unterteilt (Abbildung 3).[7]

2.1. Entfernen von FAD

Bei der Mehrheit der Flavoproteine ist der Cofaktor fest,
aber nicht kovalent mit dem Proteinger�st verkn�pft. Aller-
dings wurden k�rzlich einige FAD-haltige Enzyme entdeckt,
bei denen FAD kovalent �ber einen Histidin-, Cystein- oder
Tyrosinrest gebunden ist (Abbildung 4).[8] Wegen der beiden
unterschiedlichen Bindungsarten von FAD m�ssen verschie-
dene Methoden f�r seine Entfernung verwendet werden. Zur
Extraktion von nichtkovalent gebundenem FAD aus dem
Holoprotein (dem vollst�ndig funktionellen und gefalteten
Protein) wurden bereits mehrere Methoden entwickelt, da-
gegen besteht die einzige M�glichkeit zur Entfernung eines
kovalent gebundenen FAD in der heterologen Expression des
Apoflavoenzyms.[9]

Die ersten Berichte �ber die Extraktion von FAD-Co-
faktoren aus Flavoproteinen und deren sp�tere Rekonstitu-
tion reichen zur�ck in das Jahr 1935, als Theorell einen gelben

Cofaktor aus dem „Old Yellow Protein“, mittels Dialyse
unter sauren Bedingungen extrahierte.[10] Wegen der großen
Stabilit�ts- und Funktionsbandbreite der Flavoproteine
wurde seitdem eine Reihe von Methoden zur Herstellung von
Apoproteinen entwickelt, von denen jede an das jeweils in-
teressierende Protein angepasst und optimiert wurde. Fr�he
Methoden nutzten beispielsweise die Destabilisierung der
Flavin-Protein-Wechselwirkung bei niedrigen pH-Werten
und hohen Ionenkonzentrationen, um FAD abzuspalten und
anschließend auszuf�llen.[11] Auch die Dialyse unter nichtna-
t�rlichen Bedingungen wurde beschrieben.[12] Erst k�rzlich
wurden weitere, chromatographische Methoden entwickelt:
So ist das Apoenzym durch Immobilisierung des Holoprote-
ins und Entfernen des Cofaktors unter leicht sauren Bedin-
gungen zu erhalten und kann anschließend wieder rekonsti-
tuiert werden.[13–16] An dieser Stelle soll der exzellente
�bersichtsartikel von Hefti et al. genannt werden, der einen
detaillierten Einblick in Vor- und Nachteile verschiedener
konventioneller und chromatographischer Methoden zur
Apoflavoenzym-Gewinnung gibt.[17] Dort wird auch kurz die
Bedeutung der Rekonstitutionsmethode f�r die Untersu-
chung von Struktur-Funktions-Beziehungen der Flavopro-
teine diskutiert.[17] Da bereits sehr informative �bersichtsar-
tikel �ber die historische Entwicklung der Verwendung
k�nstlicher Flavincofaktoren[18] sowie �ber deren Rolle f�r
die Proteinfunktion und den Mechanismus der Flavinbindung
ver�ffentlicht wurden,[8, 19] wollen wir uns hier auf die j�ngsten
Fortschritte auf diesem Gebiet konzentrieren.

Abbildung 2. Struktur von FAD sowie seine a) gestreckte Konformation
und b) gebogene Schmetterlingskonformation, die in Flavoenzymen
auftritt.

Abbildung 3. Vier Gruppen von FAD-Proteinen, basierend auf ihrer
Sequenz-Struktur-Beziehung. A) Glutathion-Reduktase-Typ; B) Ferre-
doxin-Reduktase-Typ; C) p-Cresol-Methylhydroxylase-Typ; D) Pyruvat-
Oxidase-Typ. Wiedergabe aus Lit. [7].
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2.2. Flavin-Rekonstitution in Struktur- und Katalysestudien

Die Rekonstitution von Apoflavoproteinen mit nati-
ven,[20, 21] k�nstlichen[22–24] oder isotopenmarkierten[25] Flavi-
nen wurde sowohl f�r das Studium der Struktur der Flavo-
proteine als auch zur Aufkl�rung des Mechanismus der Re-
doxkatalyse genutzt. Das an der Synthese von Galactofura-
nose beteiligte Enzym UDP-Galp-Mutase kann mit 1- und 5-
Desazaflavinderivaten (2 bzw. 7 in Abbildung 5) rekonstitu-
iert werden, was zur Aufkl�rung des Katalysemechanismus
dieses Enzyms f�hrte. Es stellte sich heraus, dass die Ring-
verkleinerungsreaktion w�hrend der Umwandlung von UDP-
d-Galactopyranose (UDP-Galp; UDP: Uridin-5’-diphos-
phat) zu UDP-Galactofuranose (UDP-Galf) unerwarteter-
weise �ber einige Radikalspezies verl�uft.[26] Ein weiteres
Beispiel f�r den Nutzen der FAD-Rekonstitution in Struktur-
und Katalysestudien ist die Untersuchung der Oxyanionen-
kavit�t in Acyl-CoA-Dehydrogenase (CoA: Coenzym A)
mithilfe der Raman-Spektroskopie. Hierf�r wurde der 2’-
Desoxy-FAD-Cofaktor (3) zur Rekonstitution verwendet, um
m�gliche Mutationsstellen f�r die Erh�hung der Enzymakti-
vit�t zu identifizieren.[27] In einer anderen vielbeachteten

Studie wurde das native FAD aus Superoxid-Reduktase ent-
fernt und in einer In-vitro-Rekonstitution wieder einge-
bracht, um einen genaueren Einblick in den H2O2-abh�ngigen
Reduktionsmechanismus des Enzyms zu erhalten.[28]

Wie bereits erw�hnt, w�chst die Zahl an bekannten
Flavoenzymen mit kovalent gebundenen Flavinresten stetig.
Die Rekonstitution dieser Enzyme mit nativen oder k�nstli-
chen Cofaktoren wurde genutzt, um einerseits die Entstehung
der kovalenten Verkn�pfung zwischen der Methylgruppe des
Isoalloxazinringes und den Proteinresten und andererseits die
Bedeutung dieser Verkn�pfung f�r die katalytische Aktivit�t
des Proteins zu untersuchen.[29–33] Ein neueres Beispiel f�r
solche Arbeiten ist die Herstellung des l�slichen Apoenzyms
der monomeren Sarkosin-Oxidase (MSOX) durch kontrol-
lierte Expression in einem Riboflavin-abh�ngigen Escheri-
chia-coli-Stamm. Bei anschließender Rekonstitution mit na-
tivem Flavin wurden ungef�hr 80% der urspr�nglichen Ak-
tivit�t des nativen Enzyms mit kovalent gebundenem Flavin
erhalten, und die spektralen und katalytischen Eigenschaften
der rekonstituierten MSOX unterschieden sich nicht von
denen der nativen MSOX.[34] Diese Befunde best�tigten die
Beobachtungen anderer Gruppen zur kovalenten Flavinylie-
rung,[31, 35] dass eine kovalente Verkn�pfung von Cofaktor und
Proteinger�st auch m�glich ist, wenn das Flavin nach der
Expression durch Rekonstitution in das Apoenzym einge-
bracht wird. Eine dieser Arbeiten befasste sich mit dem
Enzym p-Cresol-Methylhydroxylase (pCMH), das vier pros-
thetische Gruppen aufweist: zwei FAD- und zwei H�mdo-
m�nen. Die Untersuchung der Rekonstitution von FAD mit
dem rekombinantem apopCMH erm�glichte es Kim et al.
1995, f�r dieses Enzym einen Vorschlag f�r den Mechanismus
der Bildung der kovalenten FAD-Bindung zu machen. Es
stellte sich heraus, dass die H�mdom�ne essenziell nicht nur
f�r die katalytische Aktivit�t des Enzyms, sondern auch f�r

Abbildung 4. Strukturen von f�nf bekannten kovalenten Bindungen
zwischen FAD und Protein.[9] R: Ribityl-5’-diphosphoadenosin.

Abbildung 5. K�nstliche FAD-Cofaktoren, die bei Rekonstitutionsstudi-
en verwendet wurden. Die FAD-Derivate 4–7 wurden f�r die Rekonsti-
tution und Untersuchung von pCMH und dessen Aktivit�t eingesetzt.
R: Ribityl-5’-diphosphoadenosin. Die Aktivit�t von pCMH nimmt mit
dem Redoxpotential zu (4!7).[37]
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die kovalente Bindung von FAD ist: Das H�m speichert die
zwei Elektronen, die bei der Reduktion des kovalent ge-
bundenen FAD entstehen.[9] Diesen Mechanismus entwi-
ckelten Efimov et al. weiter und diskutierten zwei Phasen der
kovalenten Flavinylierung: In Phase I erfolgt eine schnelle
Aufnahme und Bindung von FAD durch das Apoprotein, was
zu einem Anstieg des Redoxpotentials f�hrt. Dieser Anstieg
beg�nstigt wiederum die kovalente Bindung von FAD (Pha-
se II) in seiner reduzierten Form, wobei die entstehenden
Elektronen von FAD auf die zwei verschiedenen H�mdo-
m�nen des Enzyms �bertragen werden.[36] F�r das Enzym
pCMH konnte auch gezeigt werden, dass das reduzierte FAD
deutlich an Stabilit�t gewinnt, wenn es eine kovalente Ver-
kn�pfung mit dem Protein eingeht. So war es ebenfalls
m�glich, verschiedene Derivate des nativen FAD, wie 8-
Chlor- (4), 6-Brom- (5), 6-Amino- (6) und 5-Desaza-FAD (7;
Abbildung 5), kovalent an das Protein zu binden. Hierbei
wurde beobachtet, dass der Prozess der Bindungsbildung
haupts�chlich vom Phase-I-Redoxpotential der Cofaktoren
abh�ngig ist[37] und dass ein h�heres Potential der FAD-
Analoga zu einer Erh�hung der pCMH-Aktivit�t f�hrt (Ab-
bildung 5). Diese Befunde k�nnten in zuk�nftigen Arbeiten
f�r das Design von Flavoenzymen mit kovalent gebundenen
prosthetischen Gruppen genutzt werden, die �ber maßge-
schneiderte Redox- und Katalyse-Eigenschaften verf�gen.

2.3. Bioelektronik und Nanobiotechnologie

Die Beispiele in Abschnitt 2.2 zeigen deutlich, wie die
Cofaktor-Rekonstitution f�r die Untersuchung von Struktur
und Funktion von Redoxenzymen verwendet werden kann.
Dieser Abschnitt besch�ftigt sich nun mit der Verwendung
dieser Methode f�r das Design neuartiger Funktionseinheiten
auf den noch jungen Gebieten der Bioelektronik und der
Nanobiotechnologie. Auf dem schnell wachsenden Gebiet der
Bioelektronik werden komplexe Biomolek�le verwendet, um
Signalumwandler und Auslesesysteme f�r neuartige Biosen-
soren herzustellen, in denen Biomaterialien mit elektroni-
schen Bauteilen kombiniert sind.[38–40] Das Grundprinzip sol-
cher bioelektronischen Systeme ist die Detektion von Elek-
tronen, die sowohl in elektronischen Bauteilen als auch in
Biomolek�len w�hrend signalgebender und katalytischer
Prozesse �bertragen werden. Folglich ist es f�r die Bioelek-
tronik entscheidend, den elektrischen Kontakt zwischen
Biomolek�len (oftmals Redoxproteinen wie Flavo- oder
H�menzymen) und Elektroden zu gew�hrleisten, sodass ein
direkter Elektronentransfer m�glich wird. Leider verhindert
die Proteinh�lle der Redoxenzyme oftmals eine direkte
elektrische Kommunikation zwischen Redoxzentrum und
Elektrode, da nach der Marcus-Theorie der Abstand zwi-
schen Donor und Akzeptor maßgeblichen Einfluss auf die
Effizienz des Elektronentransfers hat. Um dennoch einen
direkten Elektronentransfer zu gew�hrleisten, wurden ver-
schiedenste Methoden untersucht, beispielsweise das Ein-
betten der Enzyme in leitende Polymerfilme[41] oder die
Verwendung von diffundierenden Mediatoren wie Chinonen
oder Ferrocenderivaten.[42] Ein neues Konzept f�r die Her-
stellung elektrochemischer Biosensoren wurde von der Ar-

beitsgruppe Willner vorgestellt. Es beruht auf der Rekonsti-
tution von Apoenzymen mit modifizierten Cofaktoren, die
eine direkte Enzym-Elektroden-Kommunikation erm�gli-
chen.[43] F�r eine m�glichst hohe Effizienz des Biosensors ist
es jedoch notwendig, Anordnung und Abstand der Redox-
zentren so zu steuern, dass die korrekte Orientierung der
Enzyme gew�hrleistet ist. Zu diesem Zweck rekonstituierten
Willner und Mitarbeiter Apoflavoenzyme mit modifiziertem
FAD, um den direkten Elektrodenkontakt herzustellen und
um die Aktivit�t der Enzyme elektrochemisch verfolgen zu
k�nnen.[39, 44] Ein Beispiel ist der Austausch der nativen
prosthetischen FAD-Gruppe in Glucose-Oxidase (GOx)
gegen ein Ferrocenderivat von FAD (8 ; Abbildung 6), um
eine pr�zise Anbindung und direkte Kommunikation mit der
Goldelektrode zu erleichtern. Mit dieser Methode blieben
ungef�hr 60 % der nativen Enzymaktivit�t erhalten.[43]

Weiterentwicklungen auf Basis des Konzepts von Willner
zur GOx-Rekonstitution wurden bereits in verschiedenen
�bersichtsartikeln zusammengefasst,[45–47] weshalb wir uns
hier auf einige aktuelle Beispiele beschr�nken wollen. Zur
Verbesserung der elektrischen Kommunikation wurden ver-
schiedene Elektrodenmodifikationen – z. B. Relais mit Pyr-
rolochinolinchinon (PQQ),[48] Phenylborons�urederivaten,[49]

rotaxanartigen Molek�len,[50] funktionalisierten Polymeren[51]

oder mit zus�tzlichen Gruppen modifizierten FAD-Derivaten
(z. B. 9 ; Abbildung 7) – eingesetzt.[40, 52,53]

Abbildung 6. Rekonstitution von apoGOx mit Ferrocen-modifiziertem
FAD. Das Enzym wurde anschließend auf Goldelektroden adsorbiert.
Wiedergabe aus Lit. [39]. Der graue Balken repr�sentiert die Goldelek-
trode.
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Mit dem Aufkommen der Nanobiotechnologie, die sich
mit der Biofunktionalisierung von Systemen in Nanometer-
gr�ße und der Verwendung von Nanosystemen zur Erfor-
schung biologischer Systeme befasst,[45, 54–56] wurde die Re-
konstitution von Apoenzymen auch f�r die Herstellung
neuartiger Nanosysteme genutzt. So wurde die FAD-Re-
konstitution verwendet, um Goldnanopartikel zu Br�cken
zwischen Elektroden und Redoxzentren eines Biokatalysa-
tors zu machen (Abbildung 7a).[45, 57] Der Einbau von Gold-
nanopartikeln in das elektrochemische System f�hrte zu einer
siebenfachen Erh�hung der Elektronentransfergeschwindig-

keit gegen�ber jener des analogen Systems aus nativer GOx,
die ohne Goldnanopartikel immobilisiert wurde. Daher wird
vermutet, dass die Goldnanopartikel als eine Art „Stromka-
bel“ wirken und so den direkten elektrischen Kontakt zwi-
schen Redoxzentrum und Elektrode herstellen. Des Weiteren
k�nnten sie auch die Rolle eines Nanostromkollektors �ber-
nehmen.[57, 58] In einem �hnlichen Versuch wurden die Gold-
nanopartikel gegen Kohlenstoffnanor�hren ausgetauscht, die
mit FAD funktionalisiert waren (Abbildung 7b). Die In-situ-
Rekonstitution mit apoGOx f�hrte zu einer besseren Ober-
fl�chenbedeckung der Goldelektroden und einem exzellen-

Abbildung 7. a) Herstellung von GOx-modifizierten Elektroden unter Verwendung von Goldnanopartikeln als elektrochemischem Relais. I) Rekon-
stitution des apoGOx mit FAD-modifizierten Nanopartikeln und anschließende Bindung an die Elektrode. II) Bindung der FAD-modifizierten Au-
Nanopartikel und anschließende In-situ-Rekonstitution. Wiedergabe aus Lit.[57] mit Genehmigung. Copyright 2003 Science/AAAS. b) Rekonstituti-
on von apoGOx auf Goldelektroden, die unter Verwendung von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid (EDC) mit FAD-modi-
fizierten, einwandigen Kohlenstoffnanor�hren (SWCNT) funktionalisiert wurden. Eine AFM-Aufnahme der Elektrodenbeschichtung ist unten ge-
zeigt. Wiedergabe aus Lit. [59].
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ten Elektroden-Enzym-Kontakt.[59, 60] So wurde f�r die Glu-
coseoxidation ein sechsfach h�herer Wert als bei der Kon-
trollreaktion mit GOx ohne Kohlenstoffnanor�hren gefun-
den. Interessanterweise zeigte sich bei elektrochemischer
Analyse der Oxidation von Glucose zudem, dass eine Ab-
h�ngigkeit zwischen L�nge der Nanor�hren und amperome-
trischer Antwort besteht: K�rzere Nanor�hren (25 nm) er-
m�glichen offenbar einen schnelleren Elektronentransfer als
l�ngere (150 nm).[59]

Außer GOx wurden von Willner et al. und anderen
Gruppen auch weitere FAD-Enzyme, wie Glucose-Dehy-
drogenase (GDH),[51]

d-Aminos�ure-Oxidase[43] und Choles-
terol-Oxidase (CHO),[61] in Rekonstitutionsreaktionen ein-
gesetzt, um einen elektrischen Kontakt sowie Aktivit�tsmes-
sungen zu erm�glichen. Diese Arbeiten demonstrierten, dass
die Apoenzymrekonstitution eine vielseitige und effiziente
Methode f�r die elektronische Kontaktierung von Redoxen-
zymen ist, was diesen Ansatz vielversprechend f�r die Ent-
wicklung amperometrischer Biosensoren und Biokraftstoff-
zellen macht.[45–47, 62] Zuk�nftig d�rften durch ein detailge-
naueres Verst�ndnis der Flavoenzyme noch weitere Verbes-
serungen bei der Steuerung und Nutzung der Enzymaktivit�t
erreicht werden. Es ist anzunehmen, dass weiterentwickelte
Funktionselemente f�r die Bioelektronik sowie neuartige
Hybridmaterialien realisiert werden k�nnen. Wie in Ab-
schnitt 3 beschrieben, wurden in dieser Richtung bereits
einige Fortschritte mit H�menzymen erzielt.

3. H�m-Rekonstitution

Ein großer Teil der Kenntnisse �ber die Rekonstitution
von Apoenzymen beruht auf Untersuchungen von H�men-
zymen. Daher wollen wir hier zun�chst Herangehensweisen
zur Aufkl�rung mechanistischer Details der katalytischen
Aktivit�t von H�mproteinen vorstellen, um uns anschließend
Modellen und Beispielen f�r das Design halbsynthetischer
H�menzyme zu widmen. Die vorgestellten Arbeiten werden
zeigen, dass teilweise v�llig neuartige Eigenschaften solcher
halbsynthetischen Enzyme entstehen, die sich deutlich von
denen der nativen Enzyme unterscheiden.

H�mproteine haben drei allgemeine Funktionen: den
Transport von Elektronen (z. B. Cytochrom b5) und Sauer-
stoff (z. B. H�moglobin) sowie die Katalyse von verschie-
densten metabolischen Reaktionen. Bei der Katalysefunktion
spielen beispielsweise die Familien der Cytochrom-P450-
Monooxygenasen[63] und der Peroxidasen[64] eine wichtige
Rolle. Ungeachtet dieser verschiedenen Funktionen haben
alle erw�hnten Enzyme eine Eisen-Protoporphyrin-IX-
Gruppe (H�m; 10 in Abbildung 8) als prosthetische Gruppe
gemeinsam, die sich im aktiven Zentrum des Proteins befin-
det. Die Orientierung der prosthetischen H�mgruppe inner-
halb der Proteinh�lle sowie ihre Wechselwirkung mit dem
Substrat sind oft ausschlaggebend f�r die Enzymaktivit�t. Es
ist von theoretischem wie auch praktischem Interesse, die
Mechanismen zu verstehen, welche die intrinsische Reakti-
vit�t der Proteine bestimmen. Die katalytischen Eigenschaf-
ten der H�menzyme werden durch zahlreiche Faktoren be-
einflusst, darunter die Struktur und Konformation der pro-

sthetischen Gruppe, die das Eisenatom koordinierenden Li-
ganden, Aminos�urereste des Proteins in Nachbarschaft zum
Cofaktor sowie die allgemeinen topologischen und physiko-
chemischen Eigenschaften des aktiven Zentrums. Folglich
kann der Austausch des Cofaktors wertvolle Einblicke in
verschiedenste Aspekte der Enzymkinetik liefern. Dar�ber
hinaus k�nnen durch einen solchen Austausch neuartige
chemische Funktionalit�ten in ein bestehendes Proteinger�st
eingef�hrt werden, um so neue Anwendungsgebiete zu er-
schließen.

3.1. Entfernung des H�mcofaktors

Eines der ersten Modellsysteme in Enzymstudien zur
H�massoziation und -dissoziation war Myoglobin.[65–67] Dieses
kleine (17 600 kDa) Protein dient der Sauerstoffspeicherung
und kann leicht aus dem Muskelgewebe des Pottwals oder
Herzgewebe (Pferd, Rind) gewonnen werden. Myoglobin
l�sst sich problemlos isolieren und ist leicht aufzureinigen;
zudem ist seine gefaltete Terti�rstruktur stabil genug, um eine
Entfernung und Wiedereinf�hrung von H�m 10 unbeschadet
zu �berstehen. Die urspr�nglich f�r Myoglobin entwickelte
Methode[68] zur Entfernung und Rekonstitution von H�m
leitete eine Vielzahl von Untersuchungen an anderen Enzy-
men ein, die zuvor unzug�ngliche Daten �ber die Stabilit�t,
Struktur und Funktion der Enzyme lieferten. Im Folgenden
werden wir sowohl etablierte als auch neue Verfahren zur
H�m-Rekonstitution vorstellen.

Die Methode von Teale basiert auf der Tatsache, dass es
m�glich ist, nichtkovalent gebundenes H�m aus einem par-
tiell denaturierten Enzym[69] zu extrahieren.[70] Nach der
ersten Ver�ffentlichung wurde diese Methode f�r die H�m-
extraktion aus zahlreichen anderen Enzymen angepasst.
Hierzu z�hlen neben Myoglobin (Mb) auch Meerettich-Per-
oxidase (HRP), H�moglobin (Hb) sowie verschiedene
H�mproteine aus der Familie der Cytochrome,[71, 72] darunter
die Cytochrom-c-Peroxidase (CCP)[73] und P450-Enzyme
(Abbildung 1b).[74, 75] Teales Methode beruht auf der An-
s�uerung einer Proteinl�sung zur partiellen Denaturierung
des Proteins. Anschließend wird der Cofaktor H�m mit einem
organischen L�sungsmittel wie 2-Butanon (Methyl-ethyl-
keton) extrahiert. Dieses Verfahren ist schnell und auch f�r
sehr geringe Mengen an Enzyml�sung geeignet. Obwohl
saure Bedingungen zur partiellen Denaturierung des Proteins
ben�tigt werden, sind viele der auf diese Art hergestellten
Apoproteine ausreichend stabil, sodass eine anschließende
Rekonstitution mit H�mderivaten m�glich ist. Allerdings
variiert die Ausbeute von Rekonstitutionsreaktionen stark
und h�ngt dabei wesentlich von der Struktur des untersuchten
Proteins ab. Eine weitere wichtige Rolle spielt die Position
der H�mtasche innerhalb der dreidimensionalen Protein-
struktur.

Ein Beispiel ist die Apocytochrom-c-Peroxidase
(apoCCP), die stabil genug ist, um kristallisiert zu werden[73] –
interessanterweise ist es jedoch nicht m�glich, apoCCP nach
der Kristallisierung zu rekonstituieren. Dieses Ph�nomen ist
einerseits auf die starre Proteinkonformation im Kristall und
andererseits auf die kleinen Kristallporen zur�ckzuf�hren,[73]
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Abbildung 8. Strukturen nat�rlich vorkommender (10–18) und synthetischer Cofaktoren (19–24), die in Rekonstitutionsuntersuchungen verwendet
wurden.
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die es dem gr�ßeren H�mmolek�l unm�glich machen, seine
Bindungsstelle im Protein zu erreichen. Allerdings gibt es
auch viele Proteine, die einer Entfernung des H�mcofaktors
nicht standhalten. Beispielsweise f�hrte der Versuch der
Cofaktorextraktion bei Cytochrom P450scc zu einer Pr�zipi-
tation des Apoproteins, sodass dessen weitere Verwendung in
Rekonstitutionsans�tzen unm�glich wird. Das Apoprotein
kann lediglich in 6m Guanidinium-Hydrochlorid oder 10-
proz. NaOH-L�sung unter Erhitzen wieder gel�st werden.
Diese Behandlung f�hrt jedoch zu einem Enzym, das nicht
korrekt zur�ckgefaltet ist, sodass kein funktionelles Holo-
protein entsteht.[76]

Um die Extraktion von H�m aus Enzymen zu erm�gli-
chen, die zu empfindlich f�r die S�ure/Keton-Behandlung
sind, wurden mildere Methoden entwickelt. Eine davon
beruht auf der Inkubation des Proteins mit einer Apomyo-
globinl�sung (apoMb) oder einer L�sung des Proteins
H�mopexin aus menschlichem Blutserum. In einigen F�llen
konnte hiermit ein H�mtransfer vom untersuchten Protein
zum apoMb-Akzeptor ausgel�st werden.[77,78] Da dieser
Ansatz auf den relativen Affinit�ten der beiden konkurrie-
renden Apoproteine beruht, konnten Thermodynamik und
Kinetik der Rekonstitution untersucht werden. In einer sol-
chen Studie wurde eine Mutante von Myoglobin (His64Tyr/
Val68Phe-apoMb) entwickelt, die eine sehr hohe Affinit�t zu
H�m aufweist. Diese Mutante wurde verwendet, um H�m-
dissoziationskonstanten verschiedener Wildtypmyoglobine
aus unterschiedlichen Quellen zu bestimmen. Des Weiteren
wurden Myoglobinmutanten untersucht, bei denen be-
stimmte Aminos�uren in Nachbarschaft zur H�mbindungs-
stelle ausgetauscht wurden.[79,80] Es stellte sich heraus, dass
einer der Schl�sselfaktoren f�r die Stabilisierung der H�m-
bindung in Myoglobin die hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den unpolaren Resten in der H�mtasche und dem
Porphyrinring sind. Dar�ber hinaus scheinen ausgepr�gte
Wechselwirkungen zwischen His93 und dem Fe3+, die bereits
zuvor von Rose und Olsen beschrieben wurden,[81] sowie
Wasserstoffbr�cken zwischen distalen Resten und koordi-
niertem Wasser[82] f�r die Bindung des Cofaktors essenziell zu
sein. Die Dissoziation von H�m aus dem Enzym sowie der
anschließende H�mtransfer zur hochaffinen His64Tyr/
Val68Phe-Apoenzymmutante wurden UV/Vis-spektrosko-
pisch verfolgt.[80] Mit dieser Methode wurde auch der Einfluss
bestimmter Aminos�uren, insbesondere der Histidinreste in
der N�he der H�mbindungstasche, auf die H�m-Rekonstitu-
tion und die Substratbindung studiert.[79] Dabei wurde ge-
funden, dass die Aminos�ureseitenketten in der N�he der
Propionatreste des H�ms nur einen geringen Einfluss auf
Ligandenbindung und Autooxidation haben. Interessanter-
weise widersprechen diese Befunde fr�heren Modellen.[79]

W�hrend das H�m bei einer Reihe von Globinen und
Cytochromen nur partiell im Polypeptidger�st eingebettet ist,
befindet es sich bei der P450-Enzymfamilie fast komplett im
Inneren der Terti�rstruktur (Abbildung 1b). Demzufolge
lassen sich P450-Cytochrome nur sehr schwer rekonstituie-
ren, da zur Cofaktorentnahme eine beinahe komplette De-
naturierung des Proteins erforderlich ist. Die Herstellung von
P450-Apoproteinen erfordert daher ein vorsichtiges Einstel-
len der Extraktionsbedingungen, f�r das Correia und

Meyer[83] eine Behandlung mit sauren Pufferl�sungen vor-
schlugen. Diese Methode sieht keine Extraktion des Cofak-
tors vor, sondern beruht auf einer In-situ-Zersetzung der
H�mgruppe durch die Behandlung mit konzentrierter Was-
serstoffperoxidl�sung oder Detergenzien in Gegenwart von
1% b-Mercaptoethanol und ergibt Ausbeuten von bis zu 90%
an rekonstitutionsf�higem Apoenzym.[83, 84] Sadano und
Omura untersuchten diese Methode zur Entfernung des
H�ms aus P450-Enzymen. Hierbei beobachteten sie, dass die
Halbwertszeit der Polypeptidkette von Cytochrom P450 in
vivo deutlich gr�ßer ist als die der H�mgruppe.[85] Diese Be-
obachtung liefert auch einen Hinweis auf den Umsatz des
Cofaktors innerhalb der Zelle, denn sie l�sst darauf schließen,
dass die Cytochrom-P450-Enzyme w�hrend ihrer Lebenszeit
die prosthetische Gruppe mehrmals wechseln k�nnen.

Wegen der drastischen Bedingungen, die zur Herstellung
von P450-Apoenzymen ben�tigt werden, ist es sehr schwer,
funktionelle Enzyme durch anschließende Rekonstitution zu
gewinnen; dementsprechend finden sich bis heute nur wenige
Literaturbeispiele. Eines davon beschreibt die Behandlung
von mikrosomalem P450LM2 mit Wasserstoffperoxid durch
Uvarov et al. 50 % des damit generierten Apoenzyms konn-
ten anschließend zum aktiven Holoenzym rekonstituiert
werden.[76] Dieselbe Methode wurde bei bakteriellem P450scc

angewendet, das anschließend mit H�mderivaten mit veres-
terten Propionatresten rekonstituiert wurde, um den Einfluss
dieser Gruppen auf die Enzymstabilit�t und -aktivit�t zu
untersuchen.[86]

Großes Interesse besteht nicht nur an der Entwicklung
von Methoden zur H�mentfernung, sondern auch am Me-
chanismus der Aufnahme der prosthetischen Gruppe durch
ein Apoenzym. Vasudevan und McDonald beschrieben vier
verschiedene Phasen der Apoh�moglobinrekonstitution mit
H�m und bestimmten Geschwindigkeitskonstanten f�r jede
dieser Phasen unter Einsatz spektrophotometrischer H�mti-
trationen.[87] Die vier Phasen umfassen die H�minsertion
(Phase I), lokale Reorganisation der Proteinstruktur (Pha-
se II), globale konformative Antwort (Phase III) sowie die
langsamste Phase, die irreversible Histidin-Eisen-Kupplung
(Phase IV). In vorausgehenden Arbeiten war es Rose und
Olson bereits gelungen, die Gleichgewichtsdissoziationskon-
stante der H�m-H�moglobin-Komplexbildung (6.2 mm) durch
Stopped-Flow-Spektroskopie zu bestimmen.[81] Die Theorie
der verschiedenen Rekonstitutionsphasen[88–91] wird mittler-
weile durch weitere spektroskopische und kinetische Unter-
suchungen gest�tzt, die mit H�moglobin und anderen H�m-
proteinen durchgef�hrt wurden. Daher ist dieses Modell in-
zwischen als der allgemeine Rekonstitutionsmechanismus
akzeptiert. Obwohl die erhaltenen Geschwindigkeitskon-
stanten besagen, dass sich die Wechselwirkung von freiem
H�m und Apoproteinen schnell einstellt [so liegt z.B. die
Halbwertszeit der Phase I (H�minsertion in das Apoh�mo-
globin) ungef�hr bei 10 ms, w�hrend die der Phase II (Reor-
ganisation der Polypeptidkette) bei ungef�hr 40 s[88] liegt],
dauert der komplette Prozess bis zur Bildung des kompletten,
aktiven Holoenzyms Stunden bis Tage. Der Grund hierf�r ist
vermutlich die Zeit, die f�r die �quilibrierung der korrekten
H�morientierung w�hrend der Phasen III und IV ben�tigt
wird. Des Weiteren h�ngt die Geschwindigkeit dieses Pro-
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zesses stark von den Umgebungsbedingungen, wie Tempe-
ratur und pH-Wert, ab. Auch kann die Abfolge der einzelnen
Phasen I–IV von einem Apoprotein zum anderen variieren.
So ist beispielsweise bei der Rekonstitution von apoMb
dessen Terti�rstruktur nahezu genauso stabil wie die von
nativem Mb;[90] daher scheint hier die Phase II v�llig zu
fehlen.[92] Andererseits ist es aber auch m�glich, dass f�r das
Apoenzym 30 % der nativen helicalen Strukturelemente
verloren gehen und alle vier Phasen w�hrend der Rekonsti-
tution experimentell beobachtet werden k�nnen.[88] Dies
wurde beispielsweise f�r apoHb beobachtet.

Eine der Schl�sselfragen ist die nach der Zeitspanne, die
f�r das Aufnehmen des H�ms ben�tigt wird. Die Konforma-
tionszust�nde w�hrend der R�ckfaltung von HRP und CCP,
nach Entfernen und Wiedereinbringen von H�m, weichen
deutlich voneinander ab.[93] Untersucht wurden die Kon-
formationszust�nde mithilfe von Circulardichroismus(CD)-
und Fluoreszenzspektroskopie. Im Zuge dieser Untersu-
chungen wurde auch beobachtet, dass CCP H�m zeitgleich
mit der Faltung der Polypeptidkette einbaut; bei apoHRP
geschieht dies hingegen erst nach der kompletten R�ckfal-
tung der Polypeptidkette. Demnach erkennt und bindet das
denaturierte apoHRP seinen H�mcofaktor erst, wenn es
vollst�ndig und korrekt zur�ckgefaltet ist. Die Halbwertszeit
der Entfaltung von HRP ist deutlich l�nger (519 s) als bei
CCP (14 s), was auf eine h�here kinetische Stabilit�t von
HRP gegen�ber CCP schließen l�sst.[93] Laut Vasudevan und
McDonald verl�uft die H�m-Rekonstitution von nativem
HRP ebenfalls �ber einen vierphasigen Mechanismus, aller-
dings mit anderer Phasenabfolge: So beobachtet man zu-
n�chst Phase II und III, und erst anschließend folgen Phase I
und IV. F�r die Rekonstitution von apoCCP gibt es Hinweise
f�r einen gleichen Verlauf wie bei H�moglobin.[93]

Ein �hnlicher Mechanismus l�sst sich auch f�r P450-
Enzyme vermuten, wenngleich bisher keine Daten zur deren
Rekonstitutionskinetik ver�ffentlicht wurden. Uvarov et al.
berichteten auf Grundlage von Sch�tzungen aus CD-Spek-
tren, dass f�nf Sekund�rstrukturen in nativem, Apo- und re-
konstituiertem holoP450LM2 vorliegen.[76] Die Autoren beob-
achteten, dass der helicale Anteil nach Entfernung der pros-
thetischen H�mgruppe aus dem nativen Enzym von 34 auf
60% ansteigt und dass dieses Verh�ltnis durch Zugabe eines
�berschusses an Cofaktor umgekehrt werden kann.[76]

Andere Enzyme hingegen, insbesondere stark glycosy-
lierte H�mproteine wie die Chlorperoxidase (CPO), ließen
sich bislang trotz Erprobung verschiedenster Methoden nicht
in eine aktive Konformation zur�ckzufalten.[94] CPO ist ein
vielseitiger Biokatalysator f�r eine Reihe von Reaktionen,
wie die peroxidative Chlorinierung,[95] die Desalkylierung von
Heteroatomen[96] und die Alkenepoxidierung.[97] CPO bindet
H�m in seinem aktiven Zentrum �ber eine Cysteinligation.[98]

Im Verlauf von heterologen Expressionsstudien gelang es,
apoCPO direkt aus E.-coli-Zellen zu isolieren und anschlie-
ßend mit nativem H�m zu rekonstituieren, allerdings erhielt
man unter normalen Bedingungen nur 1 % holoCPO. Auch
eine Versch�rfung der Bedingungen durch Anlegen von
hohem Druck erh�hte die Ausbeute lediglich auf 5 %. Dies ist
bis zum heutigen Zeitpunkt die beste Ausbeute an rekonsti-
tuiertem CPO.[99]

3.2. Rekonstitution von Apoenzymen mit nichtnat�rlichen
H�mderivaten

Die chemische Modifizierung der H�mgruppe kann eine
oder mehrere der oben beschriebenen Rekonstitutionsphasen
beeinflussen und auch zur �nderung der Funktion von
H�mproteinen f�hren. Die H�mgruppe kann an mehreren
Positionen modifiziert werden; dabei sind die am h�ufigsten
modifizierten Positionen des Porphyrinringes die Positionen
2, 4, 6 und 7 (Abbildung 8) sowie das Metallzentrum (Aus-
tausch gegen ein anderes Metall). Unter allen H�menzymen
wurde das Myoglobin am intensivsten untersucht und hat
daher Modellcharakter. Da fr�here Arbeiten an Myoglobin
umfassend in den empfehlenswerten �bersichtsartikeln von
Roncone et al.[100] oder Hayashi und Ogoshi[101] beschrieben
sind, werden wir uns hier auf eine Zusammenfassung gene-
reller Rekonstitutionsstrategien und aktueller Fortschritte bei
anderen H�menzymen konzentrieren.

3.2.1. Struktur-Funktions-Beziehungen

Apoenzymmodelle wurden zum Studium der Struktur-
faktoren eingesetzt, die die Enzymstabilit�t und -aktivit�t
bestimmen. Eine Vielzahl unterschiedlicher H�mstrukturen
ist bekannt, die sich haupts�chlich in ihren Protoporphyrin-
substituenten unterscheiden (Abbildung 8). Diese Substitu-
entengruppen beeinflussen die Aktivit�t von Enzymen in
hohem Maße. Ein interessantes Beispiel f�r den Einfluss der
Porphyrinsubstituenten bietet die Cytochrom-Oxidase aus
Pseudomonas aeruginosa, die keinerlei Oxidaseaktivit�t
mehr zeigt, wenn ihre native H�m-d1-Gruppe (15 ; Abbil-
dung 8) gegen Deuteroh�m (19), Mesoh�m (20) oder Proto-
h�m (Porphyrin ohne Eisen) ausgetauscht wird. Dagegen
f�hrt die Rekonstitution mit H�m a (11) nur zu geringen
�nderungen der Oxidaseaktivit�t. Dieses Ergebnis wurde
sowohl auf die kompakte Struktur der H�mgruppen als auch
auf das Fehlen von ges�ttigten Bindungen zwischen C7 und
C8 und der Hydroxygruppe an C2 zur�ckgef�hrt, welche die
Enzym-Cofaktor-Wechselwirkung beeinflussen.[102]

W�hrend der 1960er und 1970er Jahre wurden zur Er-
forschung der Wechselwirkungen zwischen Cofaktor und
aktivem Zentrum auf molekularer Ebene zahlreiche Unter-
suchungen durchgef�hrt, die sich ausschließlich mit der Pro-
teinfunktion besch�ftigten, da die kristallographischen Daten
vieler Enzyme noch nicht zug�nglich waren.[103] Sp�ter folgten
detailliertere Untersuchungen der Enzyme, beispielsweise an
Myoglobin, in denen die enzymatischen Eigenschaften un-
tersucht und M�glichkeiten zur Verbesserung der nativen
Aktivit�t gepr�ft wurden.[104–111] Ein Beispiel hierf�r sind
Untersuchungen der CO-Bindung an halbsynthetischen Mb-
Derivaten. Diese waren mit vier verschiedenen H�mgruppen
rekonstituiert worden, um Struktureinfl�sse auf die Ligan-
denbindung aufzukl�ren. In diesen Arbeiten zeigte sich, dass
die CO-Assoziation bis zu 20fach und die CO-Dissoziation
bis zu 36fach gesteigert werden kann, wenn die Zug�nglich-
keit zum aktiven Zentrum durch Verwendung kleinerer Co-
faktoren ver�ndert wird.[107] In anderen Untersuchungen
wurden die elektrochemischen Eigenschaften der rekonsti-
tuierten Myoglobinderivate analysiert, mit dem Ziel der
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Entwicklung elektrochemischer Biosensoren. Dabei stellte
sich heraus, dass die Einf�hrung von z. B. Stickstoffatomen in
den Porphyrinring einen deutlich geringeren Einfluss auf die
elektrochemischen Eigenschaften hat als eine Ver�nderung
der H�mumgebung in der Proteinh�lle.[112]

Als Folge der ersten Arbeiten zur H�m-Rekonstitution
wuchs das Interesse am Mechanismus der Neuorientierung
des H�ms im aktiven Zentrum der Globine w�hrend der In-
vivo-Biosynthese oder der Rekonstitution nativer Proteine.
Verschiedene Methoden wurden angewendet, um den Ein-
fluss der H�morientierung auf die Enzymstabilit�t und
-funktion zu untersuchen.[113, 114] Dazu z�hlte unter anderem
die Verwendung von Cofaktoren, die z.B. mit fluormarkier-
ten Substituenten f�r die 19F-NMR-Spektroskopie modifiziert
waren.[115] In einer anderen Studie untersuchten Tomlinson
und Ferguson die Proteinfaltung w�hrend der Proteinbio-
synthese, indem sie zwei Cysteinreste von Cytochrom c, die
H�m kovalent binden [H�m c (12)], gegen Alanin aus-
tauschten. Diese Apocytochrom-c-Mutante wurde mit H�m b
(10) rekonstituiert.[116] Strukturchemische Untersuchungen
der resultierenden, zu Cytochrom b analogen Proteine, bei
denen das H�m nicht kovalent gebunden war, ließen die
Vermutung zu, dass die Faltung des Apoproteins w�hrend der
Cytochrom-c-Biosynthese bereits abgeschlossen ist und erst
anschließend das H�m aufgenommen wird. Dieses Resultat
stellte die lange bestehende Theorie infrage, dass Cytochro-
me ausschließlich durch cotranslationale Bindung entstehen,
da die Bedingungen zur Holoenzymbildung von Cytochrom c
und b bereits vor der H�maufnahme erf�llt sind.[116] Weitere
Informationen zur In-vivo-Biosynthese von Holoenzymen
lieferte k�rzlich eine Studie zur Myoglobinrekonstitution, in
der gezeigt werden konnte, dass erst nach der Faltung des
Proteins eine kompakte Cofaktor-Protein-Struktur gebildet
wird.[117]

3.2.2. Modifikationen der H�mstruktur

Die Rekonstitution von Apoenzymen mit modifizierten
Cofaktoren ist eine leistungsf�hige Methode f�r die Suche
nach neuen und verbesserten Enzymaktivit�ten, auch wenn
ihr Potenzial erst noch voll ausgesch�pft werden muss. Um
die Substratbindung von HRP zu verstehen und um bessere
Aktivit�ten zu erhalten, tauschten Harris et al. das native
H�m 10 gegen zwei H�mderivate mit verschiedenen d-meso-
Substituenten aus.[118] Dieses Konzept erm�glichte die Auf-
kl�rung des Oxidationsmechanismus verschiedener Substrate
und f�hrte zur Identifizierung einer neuartigen HRP mit er-
h�hter Sulfoxidationsaktivit�t. Fr�here Arbeiten zur Per-
oxidaseaktivit�t von HRP hatten gezeigt, dass eine Modifi-
kation der Carboxygruppen an den H�mpositionen 6 und/
oder 7 (Mono- bzw. Dimethylester) zur drastischen Redu-
zierung der urspr�nglichen Peroxidaseaktivit�t f�hrt. Dage-
gen hatten Ver�nderungen an den Vinylgruppen in Position 2
und 4 keinerlei Einfluss auf die Peroxidaseaktivit�t.[119] Diese
Effekte sind gegens�tzlich zu denen, die f�r H�moglobin[120]

und Myoglobin[121] beobachtet wurden: Bei Hb und Mb be-
einflusst eine Substitution in den Positionen 2 und 4 die
Sauerstoffbindungskapazit�t immens, w�hrend eine Funk-
tionalisierung der Positionen 6 und 7 keine Auswirkung auf

die Bindung von Sauerstoff hat. DiNello et al. zeigten, dass
eine Modifikation der Propionatreste (Verl�ngerung um eine
Methylengruppe) die Rekonstitution von HRP nur wenig
beeintr�chtigt, w�hrend die Aktivit�t drastisch reduziert
wird. Diese Beobachtung macht deutlich, dass nicht nur das
bloße Vorhandensein der Carboxygruppen, sondern auch ihr
Abstand vom aktiven Zentrum essenziell f�r die Enzymak-
tivit�t ist. Aus diesem Grund m�ssen bei der Entwicklung
neuartiger Enzyme sowohl die Gestalt des aktiven Zentrums
als auch spezifische Wechselwirkungen der ionisierbaren
Carboxygruppen mit positiv geladenen Seitenketten auf der
Proteinoberfl�che beachtet werden.[122] Die Abschnit-
te 3.2.2.1–3.2.2.4 werden sich nun detaillierter mit der Ver-
wendung von modifizierten H�mderivaten zur Aufkl�rung
von Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen und zur Modifizierung
von katalytischen Eigenschaften besch�ftigen.

3.2.2.1. Modifizierung der Positionen 6 und 7

Die Propionatreste (Positionen 6 und 7; Abbildung 8)
mancher H�mproteine wie Myoglobin und Cytochrom b5

bilden mit benachbarten Aminos�ureseitenketten der Prote-
inoberfl�che Wasserstoffbr�cken, die wahrscheinlich den
H�m-Protein-Komplex stabilisieren.[123] Deswegen kann eine
Rekonstitution mit H�mcofaktoren, die �ber modifizierte
Propionatreste verf�gen, nicht nur zu einer signifikanten
Ver�nderung von Rekonstitutionsmechanismus und Rekon-
stitutionskinetik, sondern auch zu ver�nderten Proteinfunk-
tionen f�hren. So konnten Hunter et al. zeigen, dass allein die
Eliminierung einer einzelnen Wasserstoffbr�cke durch orts-
gerichtete Mutagenese zu einer signifikanten Ver�nderung
der Gleichgewichtskonstante bei der H�morientierung
f�hrt.[124] Auch kam es durch die Eliminierung dieser Was-
serstoffbr�cke zu einer deutlich verringerten thermischen
Stabilit�t und zur Erh�hung der H�mdissoziationskonstan-
ten. Dar�ber hinaus wurde gezeigt, dass die Veresterung der
Propionatreste im Cytochrom b5 zu einer Herabsetzung der
Denaturierungstemperatur um 10 K f�hrt. Die Rekonstituti-
on von Apomyoglobin mit einem H�m, das veresterte Pro-
pionatreste tr�gt, bewirkt eine 40fache Erh�hung der H�m-
dissoziationskonstanten. Diese deutlichen Ver�nderungen
wurden der allgemeinen Destabilisierung des H�ms im akti-
ven Zentrum zugeschrieben, da durch die Veresterung drei
Wasserstoffbr�cken verloren gehen.[124]

Hayashi et al. berichteten von einer chemischen Modifi-
kation der H�mpropionatreste mit acht Carboxygruppen (25 ;
Abbildung 9). Dies f�hrte zur Ver�nderung der Substratspe-
zifit�t und -reaktivit�t von Mb, obwohl die UV/Vis-, CD- und
NMR-Spektren des modifizierten rMb25 (r: rekonstituiert)
denen des nativen Mb �hnelten.[125, 126] Ferner wurde beob-
achtet, dass die Bildungskonstante der entstehenden, Per-
oxidase-�hnlichen Oxoferrylspezies II f�r das rekonstituierte
rMb25 um das Zehnfache gegen�ber der von nativem Mb
anstieg, wenn Wasserstoffperoxid zugegeben wurde.[125] Aus
diesen Befunden wurde abgeleitet, dass durch die Struktur-
ver�nderungen des H�mger�stes die Zug�nglichkeit des ak-
tiven Zentrums f�r Wasserstoffperoxid verbessert wurde.
Zudem beobachtete man bei kinetischen Messungen unter
station�ren Bedingungen, dass Affinit�t und Umsatz von
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rMb25 gegen�ber Guaiacol deutlich erh�ht waren, sodass
auch die katalytische Effizienz kcat/KM 30-mal h�her war als
die von nativem Mb. Eine �hnliche Studie besch�ftigte sich
mit den Eigenschaften von rekonstituiertem Mb, dessen
H�mpropionatreste mit vier Carboxygruppen (anstatt mit
acht, wie in 25) modifiziert worden waren. Hierbei zeigte sich
eine um den Faktor 810 erh�hte Selektivit�t f�r die Bindung
von Sauerstoff gegen�ber Kohlenmonoxid.[127]

Eine Modifikation der Propionatreste kann auch zu einer
signifikanten Gleichgewichts�nderung der H�morientierung
in den rekonstituierten Mb-Proteinen f�hren. In einer Studie
von Monzani et al. wurde der Propionatrest von H�m an

Position 6 gegen Histidin (Mb-H) oder das Arginin-Alanin-
Dipeptid (Mb-RA) ausgetauscht und anschließend in Mb
eingebaut.[128] F�r natives Mb sind zwei verschiedene Orien-
tierungen der H�mgruppe m�glich, die sich durch eine Ro-
tation um 1808 entlang der a/g-meso-H�machse (10 in Ab-
bildung 8) unterscheiden. Normalerweise liegen 92 % des
gebundenen H�ms in der nativen und 8 % in der um 180 8
gedrehten Orientierung vor. Dagegen wurde f�r Mb-H eine
Mischung aus vier Isomeren beobachtet, von denen zwei ein
High-Spin- und zwei ein Low-Spin-Eisenzentrum aufwiesen.
Beim Vergleich der rekonstituierten Myoglobine mit dem
nativen Enzym waren jedoch nur geringe Ver�nderungen in
der Soret-Region (402–412 nm) und keine augenscheinlichen
Unterschiede im sichtbaren Bereich des Spektrums zu er-
kennen. Die �hnlichkeiten der Spektren legten nahe, dass
durch die Modifikation der Propionatreste lokale Kon-
formations�nderungen auftreten, die globale Konformation
jedoch nicht gegen�ber jener von nativem Mb ver�ndert ist.
Eine Veresterung der Propionatreste kann auch die Hydro-
phobie des aktiven Zentrums beeinflussen und damit die
Affinit�t des Enzyms f�r hydrophobe Substrate erh�hen.
Dieses Ph�nomen wurde f�r das mit verestertem H�m re-
konstituierte H�moglobin beobachtet. Dieses Enzym zeigte
eine 30-mal h�here Affinit�t f�r Phenolsubstrate als das
native H�moglobin.[129]

Mithilfe von Amidkupplungsreaktionen k�nnen weitere
funktionelle Gruppen in die Propionatreste des Porphyrins
eingebracht werden. So wurden beispielsweise Phenylboron-
s�urefunktionen durch Rekonstitution mit dem modifizierten
H�m 26 (Abbildung 10) in Mb eingef�hrt.[130] Da Phenylbo-

rons�urederivate spezifische Wechselwirkungen mit Kohlen-
hydraten wie d-Fructose eingehen, sollte dies eine Stabili-
sierung der H�mcofaktor-Apoprotein-Wechselwirkung er-
m�glichen. Interessanterweise verbesserte die Kohlen-
hydratwechselwirkung auch deutlich die F�higkeit des
halbsynthetischen Myoglobins rMb26 zur Sauerstoffspeiche-
rung.[131] Dies war eines der ersten Beispiele f�r einen neu-
artigen Biosensor, der durch Einf�hrung neuer funktioneller
Gruppen an den Propionatresten des H�ms erhalten wurde.
Dieses Konzept wurde in nachfolgenden Arbeiten weiter-
entwickelt.[132, 133]

Abbildung 9. a) H�m mit modifizierten Propionatresten (25) und Re-
konstitution von apoMb zu rMb25. b) Struktur des von Hayashi et al.
rekonstituierten rMb25.[125] c) Mit diesem modifizierten Protein (*)
wird eine h�here Aktivit�t der Guaiacoloxidation als mit nativem Mb
(*) beobachtet; v0 : Anfangsgeschwindigkeit. Wiedergabe aus Lit. [125]
mit Genehmigung. Copyright 1999 American Chemical Society.

Abbildung 10. Mb, rekonstituiert mit Phenylborons�ure-modifiziertem
H�m, um die Bindung von Monosacchariden zu erm�glichen.[130]
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F�r die Familie der P450-Enzyme gibt es nur wenige
entsprechende Studien zur Modifizierung der H�mpositionen
6 und 7, allerdings wurde ein Beispiel f�r das bakterielle
P450BM3 beschrieben. In dieser Arbeit wurde das nat�rliche
H�m gegen den Eisenprotoporphyrin-IX-Dimethylester 21
ausgetauscht (Abbildung 8).[74] Hierdurch wurde ein Enzym
generiert, das eine h�here Affinit�t f�r Dodecans�ure sowie
�hnliche Katalysekonstanten wie das native Enzym aufweist.
Konsequenterweise katalysiert das rekonstituierte Enzym die
Hydroxylierung von Dodecans�ure bis zu dreimal effizienter
als seine native Vorstufe. Die verbesserte Affinit�t wurde der
erh�hten Hydrophobie des aktiven Zentrums zugeschrieben,
da die negativen Ladungen der Propionatreste in Nachbar-
schaft zur Fetts�urenbindungstelle durch Veresterung ent-
fernt wurden. Das UV/Vis-Spektrum des halbsynthetischen
Enzyms glich dem seines nativen Gegenst�cks. Dies ließ die
Vermutung zu, dass keine signifikante globale Struktur�nde-
rung durch den artifiziellen Cofaktor induziert wurde.

3.2.2.2. Modifizierung der Positionen 2 und 4

Einige Untersuchungen besch�ftigten sich mit den Aus-
wirkungen von Modifikationen des Porphyrinrings an den
Positionen 2 und 4. Seybert und Moffat f�hrten R�ntgen-
strukturanalysen von Pferdeh�moglobin durch, das mit
Deuteroh�m (19) und Mesoh�m (20) rekonstituiert worden
war, die sich in ihren Substituenten an den Positionen 2 und 4
unterscheiden; die Produkte der Rekonstitution sind rHb19
bzw. rHb20. Im Vergleich mit nativem Hb zeigte rHb20
zahlreiche Strukturver�nderungen in unmittelbarer N�he des
H�mzentrums; der Einbau von 19 verursachte hingegen nur
kleinere und stark lokalisierte Strukturver�nderungen in
rHb19.[134, 135] Nachfolgende NMR-spektroskopische Unter-
suchungen ergaben, dass eine Modifizierung der Seitenketten
in den Positionen 2 und 4 des Porphyrins (wie in 20) die
Terti�r- und Quart�rstruktur des H�moglobins stark ver�n-
dern kann. Ferner induziert die Modifizierung bei rHb20 eine
Ver�nderung in den Kontaktregionen von H�m und Prote-
inger�st, da eine Verzerrung der eingebundenen Wasser-
stoffbr�cken auftritt.[136, 137] Durch eine Enzymaktivit�tsstudie
konnten La Mar et al. zeigen, dass die Rekonstitution von
apoHb mit unmodifiziertem H�m ein komplett funktionelles
Hb liefert, w�hrend der Austausch gegen 19 und 20 die Sta-
bilit�t des Enzyms gegen�ber denaturierenden Reagentien
wie Harnstoff um den Faktor 25 bzw. 100 verringert.[89]

Die Substitution an den Positionen 2 und 4 hat auch
großen Einfluss auf die Konformationsstabilit�t des H�ms
innerhalb des aktiven Zentrums. 1H-NMR-spektroskopische
Untersuchungen der H�mrotation in Pottwalmyoglobin
zeigten, dass das Gleichgewichtsverh�ltnis zwischen der na-
tiven (90%) und der ungeordneten H�morientierung (10%)
beinahe unver�ndert bleibt, w�hrend die Umwandlungskon-
stante von der einen zur anderen Konfiguration drastisch von
den Substituenten an Position 2 und 4 abh�ngt. Die Ge-
schwindigkeiten steigen vom nativen H�m (10 ; 2,4-Divinyl-
substituiert) �ber das Mesoh�m (20 ; 2,4-Diethyl-substituiert)
bis zum Deuteroh�m (19 ; 2,4-Dihydro-substituiert).[138]

Katalysestudien mit rekonstituierten HRP-Derivaten
wiesen darauf hin, dass die Substituenten der Positionen 2

und 4 sterisch mit dem Proteinger�st wechselwirken.[122] Al-
lerdings scheinen diese Positionen konformativ sehr flexibel
zu sein, da eine große Zahl an 2,4-disubstituierten H�mderi-
vaten in apoHRP eingebaut werden konnte. Die katalyti-
schen Aktivit�ten der resultierenden HRP-Derivate variier-
ten betr�chtlich je nach H�mmodifikation. So zeigten (im
Vergleich zu nativem HRP mit 100% Aktivit�t) mit 19 und 20
modifizierte HRP-Varianten Peroxidaseaktivit�ten von 75
bzw. 35 %, und eine mit 2,4-Diformyl-H�m (22) modifizierte
HRP hatte eine Aktivit�t von 60 %.[122] Der Austausch von
nativem H�m gegen 20 in Cytochrom P450BM3 lieferte ein
Protein, das eine unver�nderte Affinit�t f�r Dodecans�ure,
aber einen reduzierten katalytischen Umsatz zeigte.[74] Dieser
Befund ließ darauf schließen, dass die Struktur des H�mrestes
eine entscheidende Rolle bei der Bildung der Substratbin-
dungstasche spielt und dass sich eine Ver�nderung der Elek-
tronendichte des Eisenzentrums im H�m auf die katalyti-
schen Eigenschaften auswirken kann. Ein Austausch der Vi-
nylgruppen von 10 gegen Ethylgruppen, wie in 20, hat einen
Anstieg der Elektronendichte des H�meisenzentrums zur
Folge. Offenbar f�hrt dieser Anstieg zu einer Abnahme der
Reduktionskraft und infolgedessen zu einem R�ckgang der
Substrathydroxylierung.

3.2.2.3. Modifizierung der Position 8

Die Position 8 des Porphyrinringes wurde ebenfalls mo-
difiziert, und die erhaltenen H�mderivate wurden in Rekon-
stitutionsreaktionen mit Peroxidasen eingesetzt. Harris et al.
berichteten, dass die Spektren von „Compound I“ und
„Compound II“, die Schl�sselintermediate des Peroxidase-
zyklus sind,[139] f�r die Meerettichperoxidasen mit dem nati-
ven H�m 10, 8-Hydroxymethyl-H�m (23 ; Produkt: rHRP23)
oder 8-Formylh�m (24 ; Produkt: rHRP24) identisch
waren.[140] Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Bildungs-
konstanten von „Compound I“ f�r natives HRP und rHRP23
gleich waren, w�hrend „Compound I“ f�r rHRP24 bedeutend
weniger stabil war und nur als kurzlebige Spezies detektiert
werden konnte. rHRP23 katalysierte auch die Oxidation von
Guaiacol, Iodid und Thioanisol in gleichem Maße wie das
native Enzym. rHRP24 erwies sich hingegen als kaum aktiv
bei diesen Umsetzungen, z. B. katalysierte sie die Oxidation
von Guaiacol viermal langsamer.[117, 118] Diese Befunde de-
monstrieren, dass durch eine Ver�nderung an Position 8 des
H�mger�stes sowohl die Enzymaktivit�t als auch die Stabi-
lit�t der Intermediate des Peroxidasezyklus beeinflusst
werden k�nnen.

3.2.2.4. Austausch des Eisenzentrums

Um mithilfe verschiedener spektroskopischer Methoden
einen Einblick in die Struktur aktiver Enzyme und Inter-
mediate zu erhalten, wurde das Eisenzentrum des H�ms
gegen verschiedene andere Metallionen, z.B. Co-, Zn- oder
Mn-Ionen, ausgetauscht. So wurden beispielsweise durch eine
einfache Komplexierung von Cobaltsalzen wie CoCl2 oder
Co(OAc)2 mit einem Porphyrin Cobaltporphyrinanaloga
hergestellt und anschließend zur Rekonstitution von Mb,
Hb,[141–144] HRP[145] und P450cam

[75] verwendet. Die erhaltenen
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Enzyme erm�glichten den Einsatz der EPR-Spektroskopie,
da Cobaltspezies hier als vielseitige Sonden fungieren
k�nnen. So konnten detaillierte Untersuchungen der Bin-
dung molekularen Sauerstoffs und anderer Substrate an den
k�nstlichen Cofaktor durchgef�hrt werden. Weiterhin
wurden Co- und Mn-Derivate eingesetzt, um rekonstituierte
Myoglobine zu herzustellen, die dann umfassend mit elek-
trochemischen Methoden studiert wurden, um m�gliche
Anwendungen in der Biosensorik zu erforschen.[146, 147]

3.3. Einf�hrung neuer Funktionen

Der Austausch des nativen H�mcofaktors gegen ein syn-
thetisches Derivat mit nichtnat�rlichen funktionellen Grup-
pen bietet die M�glichkeit, Enzyme mit ge�nderten, verbes-
serten und sogar v�llig neuen Funktionen zu erschließen.
Einen �berblick �ber repr�sentative Modifikationen und

deren Einfluss auf die Aktivit�t gibt Abbildung 11. In diesem
Abschnitt werden einige ausgew�hlte Beispiele f�r solche
k�nstlichen H�menzyme und deren Anwendungen vorge-
stellt und diskutiert.

3.3.1. Design photoaktiver Zentren

Die Photoaktivierung von H�menzymen wird intensiv
untersucht, da sich auf diese Weise nicht nur die Aktivierung
des Enzyms zeitlich steuern ließe, sondern auch die Ver-
wendung von oxidativen Aktivatoren [z.B. H2O2 f�r Per-
oxidasen oder Nicotinamid-adenin-dinucleotid(-phosphat)
(NAD(P)H) f�r Oxygenasen] vermieden werden k�nnte. Um
dieses anspruchsvolle Ziel zu erreichen, m�ssen die nat�rli-
chen Enzyme mit photoaktivierbaren Gruppen modifiziert
werden, die es dem Enzym erm�glichen, Licht zu sammeln
und die gewonnene Energie f�r Redoxreaktionen zu nutzen.
Des Weiteren sollten sie die produzierten Elektronen auf das

Abbildung 11. Modifizierte Cofaktoren und Anwendungen der rekonstituierten Enzyme; bpy: 2,2’-Bipyridin.
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Metallzentrum des H�ms �bertragen k�nnen. Einen guten
Ausgangspunkt f�r eine Modifizierung durch ortsgerichtete,
einfache chemische Methoden bietet der nat�rliche H�mco-
faktor mit seinen beiden Carbons�urefunktionen. Viele der
bahnbrechenden Arbeiten zur Einf�hrung photoaktivierba-
rer Spezies in Myoglobin mithilfe der Rekonstitutionsme-
thode stammen von den Arbeitsgruppen um Hayashi und
Shinkai. So synthetisierten beispielsweise Shinkai und Mit-
arbeiter das H�mderivat 27 (Abbildung 11), das eine photo-
empfindliche Tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium(II)-Einheit tr�gt.
27 kann mit sichtbarem Licht[148] effektiv aktiviert werden und
wurde in apoMb unter Bildung von rMb27 eingef�hrt (Ab-
bildung 12). Der gebundene Cofaktor kann durch den pho-

toinduzierten Elektronentransfer von Eisen(III) zu Eisen(II)
reduziert werden, was eine Koordination von molekularem
Sauerstoff an das Fe2+-Ion m�glich macht. Zwar war eine
lichtinduzierte Aktivierung des Enzyms nur m�glich, wenn
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) als Elektronendonor in
hoher Konzentration vorhanden war, allerdings konnte das
halbsynthetische Enzym bei Bestrahlung mit sichtbarem
Licht (> 450 nm) reversibel an- und ausgeschaltet werden
(Abbildung 12).[149]

Auch mithilfe anderer Protoporphyrinderivate wurden
k�nstliche photoaktivierbare Reaktionszentren entwickelt,

die Chromophore f�r definierte Donor-Akzeptor-Wechsel-
wirkungen enthalten. Ihrer wegweisenden Arbeit von 1993[148]

folgend, berichteten Hamachi et al., dass die Photoaktivie-
rung von halbsynthetischem Myoglobin, das mit dem k�nst-
lichen Cofaktor 27 rekonstituiert wurde (Abbildung 11), zur
Bildung von Compound II des Peroxidasezyklus (Oxoferryl-
zustand, FeIV=O) f�hrt. Dies geschieht allerdings nur in Ge-
genwart von Elektronenakzeptoren wie [Co(NH3)5Cl]Cl2.

[150]

Die {Ru(byp)3}
2+-Gruppe aus H�m 27 wird zun�chst photo-

aktiviert und anschließend durch den Akzeptor [Co-
(NH3)5Cl]2+ gel�scht, sodass {Ru(byp)3}

3+ entsteht, das wie-
derum vom Porphyrinring ein Elektron abstrahieren und so
Compound II generieren kann. Durch Laserphotolyse von
rMb27 konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die Pho-
togenerierung von Compound II �ber ein Porphyrinradikal-
kation verl�uft. Dieses konnte nur wegen des beschleunigten
intramolekularen Elektronentransfers nachgewiesen werden.
Diese Befunde vertieften das Verst�ndnis des Photoaktivie-
rungsmechanismus von rMb27 und machten die Bestimmung
der Geschwindigkeitskonstanten f�r jeden Schritt des Zyklus
m�glich. Die erhaltenen Daten sind nicht nur wertvoll f�r das
Verst�ndnis des komplexen Enzymaktivierungsmechanismus,
sondern auch f�r die zuk�nftige Entwicklung anderer pho-
toaktivierbarer Enzyme von großem Nutzen.

Weiterf�hrende Arbeiten besch�ftigten sich mit der Syn-
these von H�mcofaktoren, bei denen Br�ckeneinheiten ver-
schiedener L�nge zwischen dem Rutheniumkomplex und der
H�mgruppe eingebaut sind.[149] Die Rekonstitution von
apoMb mit den erhaltenen H�mderivaten und ein Vergleich
der resultierenden rekonstituierten Myoglobine bez�glich
Br�ckenl�nge und Photoreaktivit�t ergab, dass die k�rzeste
Br�cke die geringste Transfereffizienz aufweist. Vermutlich
ist dies auf die geringe Lebensdauer der Ladungstrennung
zur�ckzuf�hren, die nachfolgende Reaktionen verhindert.
�hnliche Studien mit photoaktivierbaren Ru2+-Spezies f�hr-
ten Low et al. mit der Mikroperoxidase durch,[151] allerdings
erfolgte in diesen Arbeiten keine Rekonstitution mit dem
H�m 27; vielmehr wurden das {Ru(byp)3}

2+ und der unter-
st�tzende Elektronenakzeptor der L�sung des nativen
Enzyms zugegeben. Spektroskopische Studien dieses Systems
und des Photooxidationszyklus von Mikroperoxidase-8
(MP8) konnten erstmals das Porphyrin-Kation-Radikal
identifizieren, das bei der intramolekularen Elektronenab-
straktion durch {Ru(byp)3}

2+ generiert wird.[151]

Hamachi und Mitarbeitern versuchten, die Zugabe von
unterst�tzenden Elektronenakzeptoren unn�tig zu machen,
indem sie die erforderlichen Gruppen direkt am H�mcofak-
tor anbrachten.[152] Zu diesem Zweck wurden Mb-basierte
Donor-Sensibilisator-Akzeptor-Triaden synthetisiert, die
außer H�m- oder Zn-Porphyrin auch eine Elektronenakzep-
torgruppe [Cyclobis(paraquat-p-phenylen)] und den Sensibi-
lisator {Ru(byp)3}

2+ enthielten (28 ; Abbildung 11). Die
beiden letztgenannten Gruppen sind catenanartig, nichtko-
valent verbunden, w�hrend der {Ru(byp)3}

2+-Sensibilisator
kovalent mit dem H�mdonor verkn�pft ist. Dieser Cofaktor
wurde anschließend in Myoglobin eingef�hrt, und das resul-
tierende Enzym hinsichtlich seines schrittweisen, vektoriellen
Elektronentransfers analysiert. Nach Bestrahlung konnten
langlebige Ladungstrennungen beobachtet werden.[153] Alle

Abbildung 12. a) Elektronenabstraktion aus rMb27, das mit photoakti-
vierbarem 27 rekonstituiert wurde. Einschub: Spezies, die an der Reak-
tion beteiligt sind. b) Photochemische Erzeugung des Disauerstoff-
komplexes oxy-Mb aus rMb27; an/aus: An- und Ausschalten des sicht-
baren Lichts. oxy-Mb wird nur gebildet, wenn Licht eingestrahlt wird.
Wiedergabe aus Lit. [148,150] mit Genehmigung. Copyright 1993–1999
American Chemical Society.
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genannten Prozesse sind essenziell f�r die nat�rliche Photo-
synthese. Daher kann man erwarten, dass das Design und die
Untersuchung solcher halbsynthetischen Proteine k�nftig
auch die Entwicklung k�nstlicher Photosynthesesysteme er-
leichtern werden.

Eine andere effiziente Strategie zum Design photoakti-
vierbarer Biokatalysatoren durch Modifikation des H�ms mit
photoaktiven Resten wurde von Willner und Mitarbeitern
entwickelt.[154] Durch den Austausch des nat�rlichen eisen-
haltigen H�ms gegen CoII-Porphyrin 29 und durch eine sich
der Rekonstitution anschließende Modifikation mit Eosin-
Isothiocyanat wurde das photoaktivierbare Eo2-MbCoII

(rMb29 ; Abbildungen 11 und 13) erhalten. Dieses System

wurde durch Bestrahlung aktiviert, und in Gegenwart des
unterst�tzenden Elektronendonors Na2EDTA wurde die
Hydrierung von Acetylen und Acetylendicarbons�ure kata-
lysiert. rMb29 war außerdem durch Belichtung bei l = 495 nm
photoaktivierbar. Auf diese Weise gelang es, in Gegenwart
von Lactat-Dehydrogenase und dem Mediator Ferrocen die
Oxidation von Milchs�ure und die Reduktion von Acetylen
zu katalysieren, was das Leistungsverm�gen von rMb29 als
Photokatalysator verdeutlicht.[155]

3.3.2. Elektrochemisch aktive Enzyme

Die Cofaktoren der Redoxenzyme sind in den meisten
F�llen so stark durch das Proteinger�st abgeschirmt, dass sie
zu weit von der Elektrode entfernt sind und somit kein di-
rekter Elektronentransfer m�glich ist. In diesen F�llen
werden oft kleine, elektrochemisch aktive Molek�le (Elek-
tronentransfer(ET)-Mediatoren) eingesetzt, die als Elektro-
nen�bertr�ger wirken und somit die ET-Geschwindigkeit
verbessern.[156, 157] Ein Versuch zur Herstellung von elektro-
chemisch aktiven Enzymen wurde von Ryabov et al. be-
schrieben. Sie synthetisierten das H�m-Ferrocen-Konjugat 30
(Abbildung 11), indem sie aminofunktionalisiertes Ferrocen
kovalent an die Propionatreste des H�ms kuppelten.[158] Aus
fr�heren Arbeiten war bekannt, dass HRP, rekonstituiert mit
einem Monomethylester-modifizierten H�m, nur etwa 20%
der nativen HRP-Aktivit�t auweist.[119] Deshalb war es frag-
lich, ob sterisch anspruchsvolle Substituenten an diesen Po-

sitionen der rekonstituierten H�menzyme zu funktionellen
Enzymen f�hren w�rden. Dennoch ergab die Untersuchung
von Ferrocen-modifiziertem rHRP30, dass ein funktionelles
Enzym erhalten werden kann, wenn nur einer der beiden
Propionatreste modifiziert wird. So zeigte rHRP30 zwar eine
dreifach verringerte Aktivit�t beim Umsatz von 2,2’-Azino-
bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat) (ABTS), allerdings war
die Reaktivit�t gegen�ber k�nstlichen metallorganischen
Substraten,[159] z. B. modifizierten Ferrocenen, h�her als die
des nativen Enzyms. Dieser Anstieg wurde auf eine ge�nderte
Zug�nglichkeit des aktiven Zentrums in rHRP30 durch die
Gegenwart des modifizierten Cofaktors zur�ckgef�hrt.
Wegen der �nderung des aktiven Zentrums kann rHRP30
nichtplanare aromatische Substrate wie Ferrocen besser auf-
nehmen als native HRP. Weitere elektrochemische Untersu-
chungen dieses Systems legten nahe, dass die an das H�m
gebundenen Ferrocengruppen eine direkte elektrische Kom-
munikation zwischen Elektrode und H�meisenzentrum er-
m�glichen.[158]

Bei einem �hnlichen Ansatz verwendeten Zimmermann
et al. selbstorganisierte Monoschichten, die Br�ckeneinhei-
ten zur Immobilisierung von H�m auf Goldelektroden
trugen. Durch eine In-situ-Rekonstitution mit apoHRP soll-
ten so aktive Enzymelektroden generiert werden (Abbil-
dung 14).[160] Auf diese Art konnten sowohl die Orientierung
der Enzyme als auch ihr Abstand zur Goldoberfl�che ge-
steuert werden. Eine detaillierte Studie der auf den Ober-
fl�chen rekonstituierten HRP offenbarte, dass die Enzym-
aktivit�t gegen Peroxidasesubstrate zur�ckgewonnen werden
konnte.

3.3.3. Elektronentransfermodelle

Elektronentransferreaktionen sind f�r zahlreiche biolo-
gische Prozesse, wie die Atmung und Photosynthese, von
fundamentaler Bedeutung. Daher sind in nat�rlichen Syste-
men die Redoxreaktionen vieler H�mproteine eng mit Re-
duktasen, z. B. Cytochromen oder Flavoenzymen, verkn�pft.
So bestehen z. B. die P450-Monooxygenasen aus zwei ver-
schiedenen Dom�nen: Eine enth�lt das katalytisch aktive
H�m, und die andere Dom�ne �hnelt einem Flavoprotein.[161]

Durch diese Beispiele aus der Natur inspiriert, produzierten
Hamachi et al. durch Rekonstitution von Myoglobin mit dem
Riboflavin-modifizierten H�m 31 (Abbildung 11) unabh�n-
gige Elektronentransportsysteme.[162] Unter anaeroben Be-
dingungen und in Gegenwart des Elektronenakzeptors
NADH wurde UV/Vis-spektroskopisch die Reduktion von
rMb31 und die Entstehung von Desoxy-rMb31 beobachtet.
Die Reduktionskonstante war 13-mal h�her als die des in-
termolekularen Systems aus nativem Mb und Flavin. Dieser
Befund zeigte, dass die kovalente Anbindung von Flavin die
Elektronenaufnahme durch NADH unterst�tzt.

Elektronentransfers zwischen Proteinen beruhen in na-
t�rlichen Systemen oftmals auf spezifischen Wechselwirkun-
gen zwischen den beiden Redoxproteinpartnern, die wie viele
Protein-Protein-Wechselwirkungen durch die sterische und
elektronische Kompatibilit�t der Bindungspartner bestimmt
werden. Um diese Prozesse nachzuahmen und f�r k�nstliche
ET-Reaktionen zu nutzen, entwarfen Hitomi et al. unter

Abbildung 13. Herstellung von photoaktivierbarem Mb, das zur Hydrie-
rung von Acetylen bef�higt ist.[154]
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Verwendung von Mb als Modell eine k�nstliche Protein-
schnittstelle. Sie verwendeten H�m 25 (Abbildung 9), um
negative Ladungen auf die Oberfl�che von Myoglobin zu
�berf�hren, und tauschten anschließend das Eisen- gegen ein
Zinkion aus. So erhielten sie das H�m 32 (Abbildungen 11
und 15).[163] Aufgrund der zus�tzlich angebrachten Carboxy-
gruppen konnte das erhaltene rMb32 die nat�rliche Erken-
nungsregion von Cytochrom c nachahmen. Daher wurden
stabile Protein-Protein-Komplexe mit dem Cytochrom ge-
bildet, was durch Bestimmung der ET- und Bindungskon-
stanten nachgewiesen wurde. Weitere Beispiele zu k�nstli-
chen Elektronentransfer-Modellsystemen unter Verwendung
von modifizierten Porphyrinderivaten sind in einem exzel-
lenten �bersichtsartikel von Hayashi und Ogoshi zusam-
mengefasst.[101]

3.3.4. Neuartige Biomaterialien

Das Interesse der Forschung wendet sich immer mehr der
Entwicklung von Biomaterialien zu, die f�r die spezifische
Verkn�pfung und Wechselwirkung mit komplexen biologi-

schen Systemen wie Zellen und Geweben genutzt werden
k�nnen. F�r solche Materialien werden Anwendungsm�g-
lichkeiten als Wirkstoffe, Wirkstofftr�ger, biologische Mo-
dellsysteme oder als Ger�ste f�r Gewebekulturen vorherge-
sagt.[164, 165] �ußerst vielversprechend, wenngleich anspruchs-
voll ist die Verwendung von Proteinen wegen ihrer biologi-
schen Kompatibilit�t und großen Zahl an spezifischen
Funktionen. In den letzten Jahren wurde die Rekonstitution
von H�menzymen genutzt, um solche neuartigen Hybridma-
terialien herzustellen. Wir wollen hier einige repr�sentative
Beispiele und Konzepte aus diesem Themengebiet pr�sen-
tieren.

3.3.4.1. Lipidverankerte Myoglobine

Durch Rekonstitution eines apoMb mit dem langkettigen,
monoalkylierten H�m 33 (Abbildung 11) sollte ein syntheti-
sches Enzym erhalten werden, das spezifisch an Phospholi-
piddoppelschichten gebunden werden kann.[166] Absorptions-,
EPR- und CD-Spektrum dieses modifizierten Mb zeigten,
dass der k�nstliche Cofaktor korrekt im aktiven Zentrum des
apoMb lokalisiert war. Nachfolgende Gelfiltrations- und Ul-
trafiltrationsanalysen best�tigten, dass das rekonstuierte Mb
an Lipiddoppelschichten bindet, die in einer w�ssrigen Dis-
persion von Dipalmitoylphosphatidylcholin vorliegen, w�h-
rend das native Mb keinerlei Affinit�t zu diesen Membranen
aufweist. Zusammen mit der Beobachtung, dass das lipid-
verankerte Mb in einer festgelegten Orientierung an die Li-
piddoppelschicht gebunden ist, sind diese Befunde ein gutes
Beispiel daf�r, dass die Einf�hrung eines langkettigen An-
kermolek�ls an der H�mgruppe von Mb die Bildung kom-
plexer �berstrukturen erm�glicht. Damit r�ckt die Herstel-

Abbildung 14. In-situ-Rekonstitution von apoHRP auf Goldelektroden,
mit denen der Cofaktor H�m unter Verwendung von 1-Ethyl-3-(3-dime-
thylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid (EDC) unter Bildung einer
Amidbindung verkn�pft wurde.[160]

Abbildung 15. Rekonstitution von Mb mit einem Cytochrom-c-Rezeptor
und Bildung des Protein-Protein-Komplexes mit Cytochrom c. Wieder-
gabe aus Lit. [163].
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lung von wohldefinierten Bionanomaterialien in greifbare
N�he.[166]

3.3.4.2. Biohybride Tenside

Die zuvor beschriebene Strategie wurde k�rzlich durch
Boerakker et al. �bernommen, um große enzymfunktionali-
sierte Riesenamphiphile zu konstruieren.[167, 168] Hierzu ver-
wendeten sie Polystyrol(PS)-modifiziertes H�m, das in
apoHRP und apoMb eingesetzt wurde. So wurden halbsyn-
thetische Enzyme mit einer langen hydrophoben Kette und
definierter Orientierung der Einzelkomponenten erhalten. In
w�ssrigen L�sungen ordnen sich diese PS-Enzym-Konjugate
zu biohybriden �berstrukturen an, die als Riesenamphiphile
bezeichnet werden. In diesen Riesenamphiphilen nehmen
HRP oder Mb die Stellung der polaren Kopfgruppe und das
synthetische Polymer jene des unpolaren Restes ein, sodass in
w�ssrigen L�sungen sph�rische Aggregate gebildet werden
(Abbildung 16 a). F�r die Synthese der amphiphilen Mono-

mere wurden mit endst�ndigen Carboxygruppen modifizierte
Polystyrolketten an einen der beiden Propionatreste gekup-
pelt. Der Abstand zwischen der Carboxygruppe des Cofak-
tors im aktiven Zentrum und der Oberfl�che des Enzyms
wurde mit einem Br�ckenmolek�l �berwunden. Elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen der Riesenamphiphile zu-
folge wurden hohle, vesikul�re Aggregate mit einem Durch-
messer von 80 bis 400 nm gebildet (Abbildung 16 b). Außer-
dem konnten f�r die erhaltenen HRP- und Mb-Enzyme Ak-
tivit�ten nachgewiesen werden, die nur leicht unterhalb jener
der nativen Enzyme lagen. Diese Arbeit l�sst darauf schlie-
ßen, dass der Einbau von verschiedenen Enzymen und or-
ganischen Katalysatoren in katalytisch aktive supramoleku-
lare Strukturen dazu genutzt werden kann, neuartige biomi-
metische Ans�tze f�r die Entwicklung von „k�nstlichen
Zellen“ und anderen funktionellen Bausteinen zu erproben.

3.3.4.3. Supramolekulare Polymere

Supramolekulare Polymere sind Materialien, die durch
nichtkovalente Wechselwirkungen monomerer Bausteine im
thermodynamischen Gleichgewicht entstehen. Sie haben das
Interesse vieler Forschungsgruppen geweckt, da sie zu einer
neuen Klasse von funktionellen und responsiven Materialien
geh�ren.[169–173] Eine Arbeit von Kitagishi et al.[174] beschreibt
submikrometergroße �berstrukturen aus H�mprotein-ba-
sierten supramolekularen Polymeren (Abbildung 17). Hierf�r

wurde durch Mutation des Cytochrom b562 auf der Oberfl�che
ein Cystein eingef�hrt (H63Ccytb). Dieses wurde anschlie-
ßend mit dem chemisch aktivierten H�m 34 zu einem Protein
mit einem an der Oberfl�che gebundenem H�m
(34holoH63Ccytb) gekuppelt. In einer nachfolgenden Reak-
tion wurde der native H�mcofaktor nach der Methode von
Teale entfernt. In einer L�sung des resultierenden
34apoH63Ccytb ließ man die Apocytochrome untereinander
mit den H�mgruppen auf den Oberfl�chen rekonstituieren.
Eine rasterkraftmikroskopische (AFM-)Aufnahme der er-
haltenen Aggregate zeigte, dass sich große, lineare Strukturen
aus mehr als 100 Proteinmonomeren gebildet hatten. Ein
solcher Ansatz k�nnte daher genutzt werden, um wohlge-
ordnete H�mproteinketten mit vielf�ltigen biologischen
Funktionen zu erzeugen.

3.3.5. DNA-modifizierte Enzyme

Wegen ihrer ausgepr�gten F�higkeit zur molekularen
Erkennung werden DNA-Oligonucleotide heutzutage als
leistungsf�higes Werkzeug f�r die Strukturlenkung beim
Bottom-up-Aufbau von nanostrukturierten, funktionellen
Einheiten aus Proteinbausteinen eingesetzt.[175, 176] Eine
Kombination der einzigartigen Eigenschaften der DNA mit
der nahezu unersch�pflichen Vielfalt der Proteinfunktionen

Abbildung 16. a) Durch Rekonstitution von apoHRP hergestellte Rie-
senamphiphile (HRP ist in Grau dargestellt); b) die entstehenden vesi-
kul�ren Aggregate. Wiedergabe aus Lit. [168]. Abbildung 17. Supramolekulare Polymere durch H�m-Rekonstitution

der Mutante Cytochrom b562. Wiedergabe aus Lit. [174] mit Genehmi-
gung. Copyright 2007 American Chemical Society.
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wird durch die Herstellung von halbsynthetischen DNA-
Proteinkonjugaten m�glich. Allerdings ist die Kontrolle der
St�chiometrie und Regioselektivit�t bei DNA-Protein-
Kupplungen anspruchsvoll und erfordert die Entwicklung
geeigneter Synthesestrategien. Eine solche Kontrolle der
Kupplungsbedingungen konnte bei verschiedenen Ans�tzen
verwirklicht werden.[177–184]

Eine vielseitige Methode zur Herstellung von st�chio-
metrisch und konstitutionell wohldefinierten Protein-DNA-
Konjugaten, die f�r den Aufbau von Proteinnanostrukturen
eingesetzt werden k�nnen, beruht auf der Cofaktor-Rekon-
stitution. Zur Demonstration dieses Konzepts synthetisierten
Fruk et al. H�m-DNA-Konjugate (35 a,b ; Abbildung 18 a)
und nutzten diese anschließend f�r die Rekonstitution von
apoMb.[185] Die hierdurch entstandenen halbsynthetischen
DNA-Enzym-Konjugate hatten noch die volle Funktion und
konnten wegen der angeh�ngten DNA-Oligomere spezifische
Hybridisierungen mit komplement�ren Nucleins�uren ein-
gehen, die auf verschiedenen Oberfl�chen immobilisiert
waren (Abbildung 18b).[186, 187] Die DNA-Mb-Konjugate
rMb35a und rMb35a mit H�mgruppen, die ein bzw. zwei
einzelstr�ngige Oligonucleotide trugen, zeigten �berra-

schenderweise eine wesentlich h�here Peroxidaseaktivit�t als
das native Enzym.[185] Dieses Ph�nomen wurde den elektro-
statischen und sterischen Effekten der volumin�sen und ge-
ladenen DNA-Gruppen zugeschrieben, die eine �ffnung des
aktiven Zentrums des Proteins induzieren sollten.[186] Das-
selbe Prinzip wurde sp�ter von Sakamoto und Kudo genutzt,
um 24-mere Peptide an H�m zu kuppeln und das erhaltene
Konjugat f�r die Rekonstitution mit apoMb zu verwenden.[188]

Sie beobachteten keinerlei �nderung der H�mumgebung,
und die dreidimensionale Struktur der resultierenden rMb-
Konjugate war identisch mit jener des nativen Enzyms. Al-
lerdings wurde auch hier eine Erh�hung der Peroxidaseakti-
vit�t beobachtet, �hnlich wie bei den DNA-modifizierten
Proteinen rMb35.[186]

Weiterhin wurde die Rekonstitution von Apoenzymen
mit H�m-DNA-Konjugaten f�r die Produktion von Arrays
aus DNA-HRP-Konjugaten auf Mikroelektrodenoberfl�chen
verwendet. Hierzu wurde die Methode der DNA-vermittel-
ten Immobilisierung (DDI; siehe Abbildung 18 b) genutzt.[187]

Die Verwendung von Wasserstoffperoxid und dem Red-
oxmediator ortho-Phenylendiamin erm�glichte die Messung
einer amperometrischen Antwort der �ber die DNA immo-
bilisierten HRP. Solche Anordnungen von Redoxenzymen
k�nnten f�r die Analyse von Wirkstoffen oder f�r die De-
tektion von Umweltschad- und Kampfstoffen n�tzlich sein.
Die DNA-vermittelte Immobilisierung von 35 a wurde k�rz-
lich genutzt, um mithilfe eines Oberfl�chenplasmonenreso-
nanz-Biosensors quantitative kinetische Untersuchungen der
H�maufnahme und Dissoziation von Apoenzymen vorzu-
nehmen.[189]

3.3.6. Insertion neuartiger Cofaktoren

Die Beispiele in den Abschnitten 3.3.1–3.3.5 behandelten
den Austausch von nat�rlichem H�m gegen eine Reihe von
modifizierten Porphyrinderivaten, die Enzyme mit neuen
Funktionen ergeben. Dar�ber hinaus kann der H�mcofaktor
aber auch gegen k�nstliche, heterocyclische Verbindungen
�hnlicher Gr�ße ausgetauscht werden. Ein beeindruckendes
Beispiel hierf�r ist das Eisenporphycen 36 (Abbildung 19) als
k�nstliche prosthetische Gruppe, die das rekonstituierte Mb-
Derivat rMb36 ergibt.[190] Der Austausch des H�ms gegen die
Porphycengruppe f�hrt zu einer Farb�nderung: rMb36 ist
blau, w�hrend das native Mb von braunr�tlicher Farbe ist.
Dar�ber hinaus �ndern sich die Sauerstoffbindungseigen-
schaften von rMb36 : Seine O2-Assoziationsgeschwindigkeit
ist 5-mal h�her und seine Dissoziationsgeschwindigkeit 250-
mal niedriger als die von nativem Mb. rMb36 hat damit eine
1400-mal gr�ßere O2-Affinit�t, vergleichbar mit jener des
nativen O2-Speicherproteins H�moglobin.

Ohashi et al. entwarfen neuartige Metalloenzyme, indem
sie das H�m gegen einen Cofaktor mit g�nzlich unterschied-
licher Struktur austauschten.[191] Bekanntlich katalysieren
chromhaltige Schiff-Basenkomplexe verschiedene Oxidatio-
nen in organischen L�sungsmitteln. F�r die Entwicklung
neuartiger Katalysatoren wurde untersucht, ob solche
chromhaltigen Salophenliganden f�r den Austausch gegen
den nativen Cofaktor geeignet sind. Unter Ber�cksichtigung
einiger konformativer Aspekte, wie potenziellen Kontakt-

Abbildung 18. a) Rekonstitution von apoMb und apoHRP mit DNA-
modifiziertem H�m und b) anschließende Verwendung der DNA zur
Oberfl�chenimmobilisierung der Enzyme. Wiedergabe aus Lit. [186].
c) Herstellung eines Arrays von DNA-HRP-Konjugaten auf Mikroelek-
troden unter Verwendung von rHRP35a (I) oder In-situ-Rekonstitution
von apoHRP (II). Der Mikroelektrodenchip, der vier Goldelektroden
enth�lt, ist ebenfalls abgebildet. Wiedergabe aus Lit. [187].
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punkten zwischen Schiff-Base und Protein, wurde eine
Myoglobinmutante erzeugt und durch Rekonstitution mit
Chrom(III)-Salophen 37 funktionalisiert (Abbildung 20).

Tats�chlich war das resultierende, halbsynthetische Enzym
rMb37 in der Lage, die H2O2-abh�ngige Sulfoxidation von
Thioanisol zu katalysieren.[191] Zwar wies dieses Enzym nur

geringe Reaktivit�t und Enantioselektivit�t auf, diese Arbeit
ist jedoch ein klarer Beleg, dass k�nstliche Metalloenzyme
durch die Kombination von Protein-Engineering und Koor-
dinationschemie erhalten werden k�nnen. Auf diesen Ar-
beiten aufbauend konnten durch R�ntgenstrukturanalysen
der mit Chrom- und Mangan-Schiff-Basen modifizierten Mb-
Proteine detaillierte Einblicke in die Wechselwirkungen
zwischen k�nstlichem Cofaktor und Proteinger�st erhalten
werden.[192] Außerdem gelang es, die Enantioselektivit�t der
Sulfoxidation von Thioanisol durch �nderung der Substitu-
entengr�ße an den Positionen 3 und 3’ des Salophens zu
steigern (37 in Abbildung 20).

In analoger Weise wurden nichtnat�rliche prosthetische
Gruppen, z.B. MnIII-, FeIII- und CrIII-Schiff-Basenkomplexe,
in sorgf�ltig entworfene apoMb-Mutanten eingebaut, in
denen Aminos�uren ausgetauscht worden waren (z. B. Ala71
in Gly). Hierdurch wurde eine festere Bindung im aktiven
Zentrum erreicht.[193] So funktionalisierten Lu et al. eine
apoMb-Mutante (Leu72Cys-Tyr103Cys) mit Mangan-Salen-
Komplexen (Salen: N,N’-Bis(salicyliden)ethylendiamin),
indem sie daf�r vorgesehene Cysteinreste mit der Methan-
thiosulfonatgruppe des Mangankomplexes kuppelten.[194]

Diese Vorgehensweise erm�glichte es, den k�nstlichen Co-
faktor mit pr�ziser Orientierung im Proteinger�st kovalent im
aktiven Zentrum zu verankern. Die erhaltenen halbsynthe-
tischen Enzyme zeigten erh�hte Geschwindigkeitskonstanten
f�r die enantioselektive Sulfoxidation (von 0.078 zu
390 min�1) und eine bessere Enantioselektivit�t (Anstieg von
13 auf 51% ee) im Vergleich zu den Metalloenzymen von
Ohashi et al. , die nach einer nichtkovalenten Strategie her-
gestellt wurden.[191] Die Arbeiten von Lu sind ein weiterer
Beleg daf�r, dass sich durch die rationale Einf�hrung syn-
thetischer Metallkomplexe in speziell entworfene aktive Ta-
schen ausgew�hlter Enzyme neuartige Biokatalysatoren ma-
schneidern lassen.[195]

4. Andere Cofaktoren – Rekonstitution mit
Pyrrolochinolinchinon

Pyrrolochinolinchinon (PQQ, 38 ; Abbildung 21) wurde
erstmals 1979 als Cofaktor der bakteriellen Alkohol-Dehy-
drogenasen beschrieben.[196] Erst k�rzlich wurde dieser Co-
faktor, zusammen mit Riboflavin, als ein Mitglied der Familie
der B-Vitamine erkannt. Er spielt eine wichtige Rolle bei
metabolischen Umsetzungen, insbesondere als Cofaktor ver-
schiedener Enzyme. So ist er in der 2-Aminoadipin-6-semi-
aldehyd-Dehydrogenase (AASDH) in den Abbau von Lysin
eingebunden.[197] In der Zwischenzeit wurde eine Vielzahl an
anderen Chinoncofaktoren beschrieben.[198] PQQ-haltige
Enzyme, Chinoproteine, Kupferchinoproteine oder Chino-
h�mproteine sind h�ufig an der direkten Oxidation von Al-
koholen, Zuckern und Aminen beteiligt.[199]

PQQ fungiert als Cofaktor und als Redoxshuttle. Daher
wurden PQQ-Enzyme f�r die Entwicklung von elektrischen
Biosensoren verwendet. Mehrfach konnte ein direkter Elek-
tronentransfer zwischen Elektrode und Enzym beobachtet
werden.[200] Zu diesem Zweck wurden PQQ-Enzyme direkt
auf Kohlenstoffelektroden[201] oder leitenden Polymeren[202]

Abbildung 19. Herstellung von rMb36 durch Rekonstitution von
apoMb mit dem Eisenporphycen 36 als abiotischem Cofaktor. rMb36
ist von blauer Farbe und hat eine stark erh�hte Sauerstoffaffinit�t.[190]

Abbildung 20. Oben: Herstellung k�nstlicher Metalloenzyme durch Re-
konstitution von apoMb mit Mn- oder Cr-haltigen Salophenen. Unten:
aktive Zentren von nativem (links) und k�nstlichem Mb (rechts) in
molekularen Modellen. Wiedergabe aus Lit. [191].
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immobilisiert und f�r die Entwicklung von Glucose-[203] und
Ethanolsensoren[204] eingesetzt. Der nat�rliche Elektronen-
akzeptor f�r PQQ-Dehydrogenasen ist dabei �blicherweise
nicht molekularer Sauerstoff, sondern in der Zelle vorhan-
denes Ubichinon und Cytochrom.[205] An der Bindung von
PQQ in Apoenzymen sind keinerlei kovalente Bindungen
beteiligt, allerdings ist der Cofaktor �ber Ca2+-[206] oder Mg2+-
Ionen[207] koordiniert. Dadurch ist es sehr einfach m�glich,
PQQ aus den Enzymen zu entfernen. Die resultierenden
Apoenzyme k�nnen anschließend mit k�nstlichen Cofakto-
ren rekonstituiert werden, um die Struktur- und Katalyseei-
genschaften der PQQ-Proteine zu untersuchen.

Aufgrund seiner F�higkeit zum Elektronentransport
wurde PQQ f�r die Herstellung von Enzymelektroden ver-
wendet, �hnlich wie dies in Abschnitt 2.3 f�r FAD beschrie-
ben wurde. In einem der ersten Beispiele f�r die Verwendung
von PQQ zur Herstellung elektrochemischer Sensoren im-
mobilisierten Katz et al. PQQ durch Amidkupplung an ad-
�quaten Br�ckenmolek�len auf einer Goldelektrode.[208] Die
so hergestellten Elektrodenoberfl�chen wurden anschließend
f�r die In-situ-Rekonstitutionen von Apo-Glucose-Dehy-
drogenase (apoGDH) eingesetzt, die durch Denaturierung
des nativen Enzyms und Entfernen des Cofaktors durch
Gelfiltration erhalten worden war. In ersten Messungen der
elektrochemischen Signale in Gegenwart des Substrates
Glucose konnte keine direkte Kommunikation zwischen dem
rekonstituierten GDH und den Goldelektroden nachgewie-
sen werden, allerdings wurde nach Zugabe von 2,4-Dichlor-
phenolindophenol (DCPIP) als elektrochemischem Mediator
ein elektrochemisches Signal gemessen. Diese Befunde deu-
teten an, dass das Enzym zwar aktiv war, aber wegen der
isolierenden Proteinh�lle keine direkte Kommunikation zu-
stande kam. Um dieses Problem zu umgehen, wurden sp�ter
effizientere Br�ckensysteme verwendet. So wurden bei-
spielsweise elektronisch kontaktierte GDH-Enzymelektro-
den hergestellt, indem apoGDH mit auf Polyanilinschichten
immobilisiertem PQQ rekonstituiert wurde.[209] Dabei wurde
PQQ �ber eine Amidbindung an Polyanilin/Polyacryls�ure-
Schichten gebunden, die auf Goldelektroden abgeschieden
worden waren. Solche Elektrodenoberfl�chen wurden nach-
folgend f�r die In-situ-Rekonstitution von apoGDH einge-

setzt. Mit den resultierenden Sensoren war es m�glich, die
bioelektrokatalysierte Oxidation von Glucose zu messen.
Zus�tzliche Verbesserungen dieses Systems wurden durch
den Einsatz von Goldnanopartikelrelais erzielt (Abbil-
dung 22), die bereits zur elektrischen Kontaktierung von

FAD-Enzymen genutzt worden waren (siehe Abbildung 7).
Die Verwendung von PQQ-modifizierten Goldnanopartikeln
zur Funktionalisierung von Goldelektroden anstelle der
analogen Elektroden mit Polyanilinschichten verbesserte die
elektrische Kontaktierung zwischen Elektrode und GDH um
den Faktor 25.[206]

Die Rekonstitution von PQQ-Enzymen wurde auch zur
Untersuchung von Struktur-Funktions-Beziehungen und der
molekularen Mechanismen der katalytischen Aktivit�t ge-
nutzt. Dabei wurde aus der PQQ-Familie das l�sliche GDH
aus Acinetobacter calcoaceticus[210] am intensivsten unter-
sucht. Ein zweites Enzym aus der GDH-Gruppe, das mem-
brangebundene GDH (mGDH),[211] wurde ebenfalls studiert.
Lange Zeit wurde angenommen, dass mGDH denselben
Wirkmechanismus wie die l�sliche Form aufweist. Interes-
santerweise zeigten dann aber rekonstitutionsbasierte Akti-
vit�tsstudien des in E. coli exprimierten apomGDH, dass es
signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Enzymen
gibt:[212] So wurde herausgefunden, dass mGDH den Cofaktor
PQQ weniger stark als das l�sliche GDH bindet und dass es
Mg2+-Ionen f�r eine komplette Rekonstitution ben�tigt,
w�hrend das l�sliche GDH Ca2+-Ionen braucht. Dar�ber
hinaus reagiert das reduzierte mGDH, im Unterschied zu
l�slichem GDH, mit O2. Dieses unerwartete Ph�nomen ist
Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten.

Iswantini et al. berichteten �ber die In-vivo-Bildung von
holomGDH bei Zugabe von PQQ und Glucose zu E.-coli-
Zellen, die auf der Oberfl�che einer Kohlenstoffpastenelek-
trode immobilisiert sind.[213] Elektrochemische Messungen
erm�glichten die Bestimmung der Gleichgewichtskonstante
der PQQ-Rekonstitution in den Zellen sowie die Untersu-
chung der Aktivit�t der rekonstituierten Enzyme.

Ungeachtet dieser Fortschritte befinden sich die Unter-
suchungen zur PQQ-Rekonstitution noch immer im An-
fangsstadium, besonders im Vergleich zu den Arbeiten �ber

Abbildung 21. Struktur des Cofaktors PQQ (links) und des PQQ-
Enzyms Glucose-Dehydrogenase (rechts). PQQ ist in der Enzymstruk-
tur durch eine schwarze Grundstruktur dargestellt, w�hrend die Ca2+-
Ionen, die f�r die PQQ-Koordination notwendig sind, als graue Kugeln
wiedergegeben sind.

Abbildung 22. Immobilisierung von apoGDH an PQQ-modifizierten
Goldnanopartikeln, die auf einer Goldelektrode gebunden sind. Wie-
dergabe aus Lit. [206] mit Genehmigung. Copyright 2005 American
Chemical Society.
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die FAD- und H�m-Rekonstitution. Bisher wurde die PQQ-
Rekonstitution fast ausschließlich zur Entwicklung elektro-
chemischer Biosensoren eingesetzt; es ist jedoch vorherseh-
bar, dass zuk�nftige Arbeiten auch auf die Verwendung von
modifiziertem PQQ eingehen werden, um neuartige Prote-
infunktionen f�r andere Anwendungen, beispielsweise im
Bereich der Biomaterialien, zu verwirklichen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Rekonstitution von Flavo-, H�m- und PQQ-Enzymen
mit nativen und k�nstlichen Cofaktoren hat sich als effiziente
Methode zur Untersuchung von Struktur-Funktions-Bezie-
hungen der Enzyme erwiesen. Zudem wurde die Rekonsti-
tution von Apoenzymen verwendet, um neue Funktionen von
bekannten Proteinen zu erzielen. Hierdurch wurden bereits
neue hybride Funktionseinheiten und Materialien zug�nglich.
Ein besonderer Vorteil dieser Methode liegt in der nahezu
unersch�pflichen Variationsbreite f�r die Einf�hrung maß-
geschneiderter funktioneller Gruppen in nat�rliche Cofak-
toren mithilfe moderner Synthesemethoden. Die Bandbreite
dieser Methode wird zudem durch Weiterentwicklungen im
Bereich der Proteinmodifikation stetig vergr�ßert; hierzu
z�hlen beispielsweise Fortschritte bei der ortsgerichteten
Mutagenese oder der In-vitro-Evolution. Bedenkt man, dass
auch die Techniken zur Hochdurchsatzanalyse immer weiter
verbessert werden, kann man davon ausgehen, dass die Co-
faktor-Rekonstitution neue Wege f�r die Entwicklung effizi-
enter Biokatalysatoren bahnen wird. Dass sich derartige
Ziele tats�chlich verwirklichen lassen, konnte bereits de-
monstriert werden.[190, 191] Dar�ber hinaus l�sst sich vermuten,
dass die Bandbreite m�glicher Anwendungen der Cofaktor-
Rekonstitution weit �ber die Biosensorik hinausgehen wird,
besonders angesichts der aktuellen Fortschritte in der Nano-
biotechnologie und der damit verbundenen Arbeiten zur
Herstellung von maßgeschneiderten Nanopartikeln als
transduzierenden[57] oder cokatalytischen[214–216] Elementen in
Nanopartikel-Biomolek�l-Hybriden. Man kann spekulieren,
ob durch diesen Ansatz biokompatible, auf Umwelteinfl�sse
reagierende oder andere funktionelle Materialien zug�nglich
werden. Wir k�nnen sicher sein, dass diese Forschung an der
Schnittstelle von chemischer Biologie und Nanowissenschaf-
ten auch in den kommenden Jahren spannende und heraus-
fordernde Themen f�r kreative Chemiker bereithalten wird.
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meinschaftlichen Forschungsinitiative der Europ�ischen
Union und des Ministeriums f�r Innovation und Forschung des
Landes Nordrhein-Westfalen. C.M.N. dankt der Max-Planck-
Gesellschaft f�r finanzielle Unterst�tzung einer Max Planck
Fellow Forschungsgruppe am Max-Planck-Institut f�r Mole-
kulare Physiologie (Dortmund). Die Arbeit von L.F. wurde
durch ein Marie Curie International Incoming Fellowship
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