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Enzympromiskuitat: ein P450-Enzym als

Carbentransferkatalysator

Gheorghe-Doru Roiban und Manfred T. Reetz*

Enzyme werden als Biokatalysatoren bei vielen Stoffum-
wandlungen in der organischen Synthesechemie eingesetzt,
sind aber nicht dazu beféhigt, die meisten wichtigen Reak-
tionen zu katalysieren, die durch (chirale) Ubergangskom-
plexe vermittelt werden. Dies ist einer der Griinde, warum die
auf dem Gebiet der Enzympromiskuitidt tdtigen Wissen-
schaftler seit geraumer Zeit versuchen, Enzyme oder Prote-
ine dazu zu bringen, in der Natur nicht vorkommende Re-
aktionstypen zu katalysieren.'! Dabei werden unterschiedli-
che Ansitze verfolgt, so auch das Design artifizieller Metal-
loenzyme.™ Beispiele sind Serumalbumin/Fe™-Corrol-Kom-
plexel®! oder apo-Myoglobin/Cr'-Salophen-Komplexe®! als
Katalysatoren fiir die H,0,-bedingte asymmetrische Sulfoxi-
dierung sowie Serumalbumin/Cu"-Phthalocyanin-Komplexe
als Katalysatoren fiir enantioselektive Diels-Alder-Reaktio-
nen.” Die jeweiligen Proteine sind inaktiv. Das De-novo-
Design von Enzymen mit oder ohne Metallzentren ist ein
weiterer erwihnenswerter Ansatz.!*

Der jiingste Beitrag zu dem Gebiet der promiskuitiven
Enzymreaktionen unter Anwendung eines anderen Ansatzes
wurde von Arnold et al. veroffentlicht.”] Die Autoren konn-
ten zeigen, dass unter anaeroben Bedingungen die Fe-Him-
Einheit eines Cytochrom-P450-Enzyms als Katalysator fiir
die Cyclopropanierung von Olefinen wirken kann. Norma-
lerweise katalysieren P450-Monooxygenasen die O,-vermit-
telte oxidative C-H-Aktivierung (R-H—R-OH), einen radi-
kalischen Prozess, der von einem katalytisch aktiven Inter-
mediat (,,Compound I) eingeleitet wird.”! Eine Epoxidie-
rung von Olefinen ist ebenfalls moglich, ein Vorgang, bei dem
das O-Atom des gleichen reaktiven Intermediats direkt auf
die olefinische m-Bindung iibertragen wird.

In der in diesem Highlight vorgestellten Studie haben die
Autoren in Analogie zur Epoxidierung die Idee entwickelt,
P450-BM3 als Katalysator fiir Carbentransfer-Reaktionen zu
testen.’! Die Forscher erwarteten eine Reaktion des kataly-
tisch aktiven Fe™-Hims mit Carbenquellen wie Diazoessig-
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Schema 1. Vorgesehene P450-katalysierte Cyclopropanierung von Olefi-
nen.”!

ester unter Bildung eines reaktiven Fe-Carbenoids in der
hoheren Oxidationsstufe Fe', welches das entsprechende
Carben auf das Olefin transferieren sollte (Schema 1). Als
Modellreaktion diente die Umsetzung von Diazoessigsidu-
reethylester (1) mit Styrol (2), die zu vier Produkten fithren
kann: den cis-Enantiomeren (R,S)- und (S,R)-3 sowie den
trans-Enantiomeren (R,R)- und (S,5)-4 [GL. (1)]. Dies ist die
gleiche Reaktion, die von Nozaki, Noyori und Mitarbeitern
1966 gewidhlt worden war, um die erste asymmetrische
Ubergangsmetall-katalysierte Umwandlung zu realisieren.
Diese Arbeit hatte den Grundstein fiir das Gebiet der
Ubergangsmetallkatalyse gelegt.”® Seitdem wurden Cyclo-
propanierungen mit effizienteren Liganden unter Einsatz von
Metallen wie Cu, Rh, Ru und sogar Au optimiert.’! Mittler-
weile sind bereits hohe Stereoselektivitdten und Aktivitdten
erreicht worden, weshalb die pridparativen Probleme auf
diesem Gebiet im Wesentlichen als gelost gelten.

Noch vor der Publikation von Arnold et al.”! wurde iiber
die Bildung und Reaktivitdt von Metallcarbenoiden in Por-
phyrinen berichtet.”! Beispielsweise konnten Kodadek, Woo
et al. zeigen, dass achirale Fe"-Porphyrin-Komplexe die Mo-

SWILEY i

ONLINE LIBRARY

5549



Ang‘dte
Highlights

5550

RA\® . A\®
Ph" CO,Et Ph CO,Et
CO,Et P450-BM3
M + — (RS)3 (SR (1)
N2 _
RLR ENCYANG
1 2 PR “CO,Et  PH ‘CO,Et
(RR)-4 (S,5)-4

dellreaktion 1+2 — 3+4 Kkatalysieren (frans/cis bis zu
13:1)."®! Ferner konnten sie nachweisen, dass die fiir den
Carbentransfer  erforderlichen  Fe"-Porphyrin-Komplexe
Sauerstoff-empfindlich sind und somit leicht in die katalytisch
inaktive Fe™-Form iibergehen. Deshalb muss unter Inert-
gasbedingungen gearbeitet werden, oder es miissen stochio-
metrische Mengen eines Reduktionsmittels verwendet wer-
den.™ Relevant ist auch die Beobachtung, dass Fe-Him-
Carbenoide in P450-Enzymen vorkommen kénnen. So wurde
postuliert, dass beim P450-katalysierten Metabolismus des
1,3-Benzodioxols ein kurzlebiges 1,3-Benzodioxol-2-carbe-
noid am Fe-Him beteiligt ist.’] In einer neueren Arbeit be-
schrieben Carreira und Morandi eine praktische Methode zur
Cyclopropanierung von Olefinen bei Verwendung von in situ
generiertem Diazomethan unter basischen Bedingungen
(KOH) und Einsatz verschiedener Carbentransferkatalysa-
toren, so auch eines Fe'-Porphyrin-Komplexes.”"! Sollte fiir
die Katalyse tatséchlich eine vorgeschaltete Reduktion zu Fe™
erforderlich sein,™ so ist ungeklirt, wie in diesem System
Elektrontransfer stattfindet.’!

Unabhingig von diesen mechanistischen Fragen erwies
sich die Strategie von Arnold et al. als erfolgreich.”! Alle
Reaktionen wurden in einer Inertgasatmosphire in wassri-
gem Medium mit Methanol als Kosolvens und Natriumdi-
thionit als Reduktionsmittel durchgefiihrt. Unter Verwen-
dung von P450-BM3 und Mutanten, die in vorangegangenen
Studien fiir andere Substrate generiert worden waren, wurden
eine akzeptable Aktivitit und méBige Stereoselektivitét be-
obachtet. Die Selektivitit lief3 sich durch Sattigungsmutage-
nese steigern.”! Die beste Mutante fiihrte bevorzugt zum cis-
Produkt (S,R)-3 mit hoher Diastereolsektivitdt (92:8) und
Enantioselektivitit (97 % ee).”’) Die Ausbeuten lagen bei 30—
60%. Weitere Substrate wurden ebenfalls getestet, jedoch
erwiesen sich Diastereo- und Enantioselektivitit hierbei als
schlecht.!

Dies ist eine faszinierende Machbarkeitsstudie, deren Ziel
nicht die Verbesserung herkommlicher Verfahren war>® —
vielmehr galt es zu zeigen, dass das Design ungewohnlicher
Enzympromiskuitidt moglich ist. Der Beleg fiir das Auftreten
des postulierten Fe-Carbens und fiir den vorgeschlagenen
Mechanismus steht noch aus, ebenso wie die Untersuchung
weiterer Reaktionstypen sowie anderer H@m-gebundener
Metalle. Ein bis heute ungelostes Problem bei nahezu allen
Féllen von Enzympromiskuitit ist, dass solche Biokatalysa-
toren nur eine geringe Aktivitit aufweisen.'” So verlaufen
z.B. Diels-Alder-Reaktionen mit kiinstlichen Metalloenzy-
men auf der Basis von Cu"-Phthalocyanin-Komplexen in
Serumalbuminen zwar mit hoher Enantioselektivitét
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(>95% ee), jedoch ist die Aktivitit recht gering.” Traditio-
nelle chirale Cu"-Katalysatoren nach Evans et al. sind we-
sentlich aktiver und zugleich hoch enantioselektiv bei dhnli-
chen Diels-Alder-Reaktionen.”’ Die Entwicklung allgemei-
ner Methoden zur Erhohung der Aktivitiat und Stereoselek-
tivitdt promiskuitiver Enzyme bleibt ein anspruchsvolles Ziel,
auch im Falle des De-novo-Designs.*!
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