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Halogenierte Phenole sind wichtige Bausteine zur Synthese
von Vitaminen, Lipidsenkern und anderen Medikamenten.[1]

Klassisch werden halogenierte Phenole in chemischen Ver-
fahren[2] wie der Iodphenolsynthese unter Einsatz toxischer
Reagentien wie (Hg/Ti)-Acetat hergestellt.[2b,3] Chlor- und
Bromphenole werden mittels elektrophiler Halogenierung
unter Verwendung von Br2 und Cl2 hergestellt, wobei zumeist
ein Hauptproduktgemisch aus o- und p-Phenolen mit Ne-
benprodukten wie Dichlorphenol entsteht.[1b,c] Isomerenreine
Verbindungen f�r die Arzneimittelsynthese werden zumeist
aufwendig aufgereinigt.[1e, 4] Guaiacol und dessen Derivate
Vanillin und Eugenol werden als Duft- und Geschmacksstoffe
sowie als Antioxidantien in der Krebstherapie verwendet,
dar�ber hinaus auch in der Behandlung kardiovaskul�rer
Erkrankungen sowie von Parkinson und Alzheimer.[5] Gua-
iacol kann aus Pflanzen isoliert oder synthetisch aus Catechol
mit NaOH und weiteren korrosiven Reagentien hergestellt
werden.[6] Die direkte chemische Hydroxylierung von sub-
stituierten Benzolen ist synthetisch unattraktiv, da Reaktio-
nen an nicht-aktivierten C-Atomen zumeist unselektiv sind[7]

und nicht am aromatischen Ring stattfinden.[8]

Biokatalytische Prozesse erlauben einen neuen und di-
rekten Zugang zur aromatischen Hydroxylierung von Ben-
zolen.[4, 9] Mit Wasser als Reaktionsmedium wird der Einsatz
organischer Lçsungsmittel minimiert, und zeitgleich anfal-
lende toxische oder korrosive Nebenprodukte wie HBr und
HCl werden vermieden.[1a,b, 7, 9a,10] Insbesondere das Potential
zur regio- und enantioselektiven Synthese macht enzymati-
sche Hydroxylierungen attraktiv f�r die Produktion von
Pharmazeutika.[4,7, 9b] Zumeist gen�gen Eigenschaften des
Enzyms nicht den Anforderungen technischer Prozesses, was
h�ufig als unzureichende „operative Stabilit�t“ umschrieben
wird.[11] Peroxidasen wurden als Phenol-halogenierende
Enzyme beschrieben, die jedoch nur eine geringe Selektivit�t
aufweisen.[9a] Die gelenkte Evolution von Enzymen erlaubt
die Herstellung maßgeschneiderter Katalysatoren, die in
ihren Eigenschaften den prozesstechnischen Anforderungen
gen�gen.[12]

P450 BM3 ist eine H�m-enthaltende und industriell be-
deutende Monooxygenase,[13] die in der Lage ist, Benzole mit
hoher Aktivit�t und Selektivit�t zu hydroxylieren.[12a,d, 14] Der
Mechanismus der aromatischen Hydroxylierung wurde durch
de Visser und Shaik im Detail beschrieben und umfasst die
Bildung einer Epoxid-Zwischenstufe, die nach NIH-Ver-
schiebung zum phenolischen Produkt rearomatisiert.[15] Ex-
perimentell wurde letzteres von Whitehouse et al. beschrie-
ben.[14] 2012 wurde die P450 BM3-Variante M2 (R47S/Y51W/
I401M) in unserer Gruppe f�r die regioselektive und aro-
matische Hydroxylierung von p-Xylol entwickelt.[12a]

Hier beschreiben wir die direkte aromatische Hydroxy-
lierung von sechs monosubstituierten Benzolen (Schema 1)
mit der Variante M2, um o-substituierte Phenole mithilfe von
O2 bei Raumtemperatur und in Wasser (KPi 50 mm, pH 7.5)
herzustellen. Systematisch wurden sechs unterschiedliche
Ring-Substituenten (F, Cl, Br, I, CH3 und OCH3) ausgew�hlt
und deren Einfluss auf die Regioselektivit�t und Hydroxy-
lierungsaktivit�t von M2 untersucht. Zus�tzlich wurden 25
weitere Substrate untersucht, darunter Nitrobenzol und
Anilin (siehe Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen).

Schema 1. A) Substrate, die mit der Variante M2 (R47S/Y51W/I401M)
von P450 BM3 untersucht wurden. a) P450 BM3 M2 (0.075 mm), O2,
RT, Kaliumphosphatpuffer (50 mm, pH 7.5), NADPH. B) Durch aroma-
tische Hydroxylierung mittels M2 erzeugte Produkte. C) Ausgew�hlte
von der FDA zugelassene Arzneistoffe mit Strukturmotiven der Pro-
dukte aus (B) (http://www.drugbank.ca). * Von der FDA zugelassene
Verbindungen.
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Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (Protokoll zur semi-
pr�parativen Herstellung der o-Phenole, GC-FID-Chromatogramme
und GC-MS Daten f�r alle erzeugten Produkte) sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201303986 zu finden.
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Ein Protokoll f�r die semipr�parative Synthese von Guaiacol
und o-Kresol wurde ebenfalls ausgearbeitet. Zur Produkt-
quantifizierung wurden das sensitive und regioselektive Ab-
sorptionsnachweissystem 4-AAP[16] sowie GC-FID und GC-
MS-Chromatographie verwendet (siehe Hintergrundinfor-
mationen). Zu erw�hnen ist, dass alle Hydroxylierungen ohne
zus�tzliche Lçsungsvermittler, wie z. B. DMSO, durchgef�hrt
wurden, trotz der schlechten Lçslichkeit der Substrate in
w�ssriger Lçsung (< 2 gL�1).[17]

Tabelle 1 und Abbildung S1 zeigen, dass Wildtyp-P450
BM3 eine geringe Aktivit�t und Produktbildung bietet, die
0.6 U/mgP450 nicht �berschreitet. Von Fluor- und Iodbenzol
wurden keine Hydroxylierungsprodukte detektiert. M2 hy-
droxyliert hingegen alle sechs Substrate inklusive Fluor- und
Iodbenzol. Basierend auf Anfangsumsatzgeschwindigkeiten
(iTOFs) ist insbesondere die aromatische Hydroxylierung
von Anisol hervorzuheben, f�r die 19.5 U/mgP450 erzielt
wurden. Eine iTOF von 38.6 s�1 und eine spezifische Aktivit�t
von 19.5 U/mgP450 stellen unseres Wissens die hçchste Pro-
duktbildungsgeschwindigkeit f�r eine direkte aromatische
Hydroxylierung eines Benzols durch eine Monooxygenase
dar.[13] Ebenso bedeutsam ist, dass die Produktbildung von
Guaiacol dreifach schneller ist als f�r o-Kresol (7.4 U/mgP450).
Ein Grund f�r die Aktivit�tsunterschiede sind unterschiedli-
che sterische Anforderungen von Substraten innerhalb des
aktiven Zentrums (Tabelle 1; Schema 1).[12a, 13] Toluol, Brom-
und Chlorbenzol wurden ebenfalls signifikant schneller durch
die Variante M2 umgesetzt (Faktor 12.7, 8 bzw. 11.7), auch
unter NADPH-limitierten Bedingungen (TOF-Werte in Ta-
belle 1 und Abbildung S1).

Beide untersuchten P450-Monooxygenasen (Wildtyp und
Variante M2) zeigen eine exzellente Regioselektivit�t
(> 90% o-Hydroxylierung), wobei M2 f�r die o-Hydroxy-
lierung von Toluol und halogenierten Substraten quantitative
Werte erreicht (Tabelle 1). Die einzige Ausnahme stellt Flu-
orbenzol dar, das mittels M2 im Verh�ltnis 49:51 hydroxyliert

wird (o- zu p-Hydroxylierung; kein m-Produkt; 3-Fluorphe-
nol wird jedoch von eukaryotischen P450 gebildet[18]). Der
Fluor-Substituent beeinflusst durch seine hohe Elektronega-
tivit�t[19] die p-p-Wechselwirkungen von Substrat mit Phe-
nylalanin 87 (F87). Die Schw�chung der p-p-Wechselwir-
kungen kçnnte zu einem Verlust der pr�zisen sterischen
Kontrolle des Substrats durch F87 f�hren, sodass o/p-Pro-
duktgemische gebildet werden.[20] Die potentielle Rolle von
F87 f�r die aromatische Hydroxylierung von p-Xylol wurde
von uns postuliert (Abbildung 1 und 2).[12a, 21] Die regiose-
lektive Hydroxylierung der ausgew�hlten Benzole durch
Wildtyp-BM3 und M2 wird durch Protein-Substrat-Interak-
tionen gesteuert, die eine spezifische Orientierung des Sub-
strats in Richtung T268 ermçglichen, das eine Schl�sselrolle
in der Sauerstoffaktivierung und Substraterkennung spielt
(Abbildung 1).[13, 22] Vergleichsweise „kleine“ Substrate wie
Benzole m�ssen f�r eine regiospezifische Hydroxylierung

Tabelle 1: Katalytische Parameter von P450 BM3 (Wildtyp, WT) und Variante M2 f�r die aromatische Hydroxylierung von sechs Substraten.

Variante Substrat iTOF[a] TOF[b] U/mgP450
[c] C [%][d] Phenol [%]

[s�1] [300 s�1] o- m-/p-

WT
Anisol

n.d. 362.3�91.9 n.d. 11�4 >90 n.d./<10
M2 38.6�1.8 2427.4�172.7 19.5 44�4 >95 n.d./<5

WT
Toluol

n.d. 83.5�8.4 n.d. 10�3 >95 <1[e]

M2 14.6�0.6 1062.9�107.6 7.4 48�4 >99 n.d.

WT
Fluorbenzol

n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d.
M2 n.d. 67.2�30.7[g] 0.02 6�3 49 n.d./51

WT
Chlorbenzol

n.d. 237.5�38.6 n.d. 6�3 >96 <4
M2 12.3�1.3 1923.4�116.5 6.2 28�4 >99 <1

WT
Brombenzol

n.d. 169.8�12.3 n.d. 5�3 >97 <3
M2 7.7�1.3 1993.7�88.3 3.8 29�6 >99 n.d./<1

WT
Iodbenzol

n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d.
M2 2�0.7 205.4�20.8 0.97 23�8 >99 n.d.[f ]

[a] Anfangsumsatzgeschwindigkeit (iTOF) [mmolProdukt mmolP450
�1 s�1] . [b] TOF [mmolProdukt mmolP450

�1 300s�1] . [c] mmolPhenol min�1 mgP450
�1; [d] Kupp-

lungseffizienz; n.d.= nicht detektiert. [e] 3% Benzylalkohol wurde gebildet. [f ] 51.1% Phenol (GC-Fl�che; Abbildung S5); Werte, die nach 300 s
gemessen werden, kçnnen NADPH-limitiert sein. [g] Gemessen nach 30 min Reaktionszeit.

Abbildung 1. Aktives Zentrum von P450 BM3 (PDB: 1BU7) mit Anisol
als Substrat (Kugel-Stab-Darstellung) in T-fçrmiger Orientierung und
mit den Bindungsenergien A) �4.98 kcal mol�1 und B) �5.46 kcal
mol�1.[29] Konformation A ermçglicht die Hydroxylierung in o-Position;
Konformation B w�rde bevorzugt zu einer Hydroxylierung in p-Position
f�hren. H�m, T268 (Sauerstoffaktivierung)[22] und F87 (essentiell f�r
aromatische Hydroxylierung)[12a] werden in Stab-Darstellung gezeigt.
Der k�rzeste Abstand (in �) zwischen dem C-Atom von Anisol und
H�m-gebundenen H2O-Liganden ist mit einem Pfeil markiert.
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pr�zise in der Bindungstasche ausgerichtet sein, da P450 BM3
in der Lage ist, z.B. polycyclische Arene zu hydroxylieren.[23]

Regioselektivit�t wird innerhalb von P450 BM3 durch eine
exakte r�umliche Bindung und Orientierung von Substraten
erreicht, wobei die intrinsische Reaktivit�t des Substrats, im
Gegensatz zu den meisten chemischen Synthesen, eine un-
tergeordnete Rolle spielt.[24] Abbildung 2 zeigt, wie Anisol
zwischen den Aminos�uren F87 (Orientierungsfunktion) und
T268 (Sauerstoffaktivierungsfunktion) sowie dem H�m-Eisen
(katalytisches Zentrum) eingebettet ist. Anisol ist zum akti-
ven Zentrum in einer T-fçrmigen Konformation exzellent
orientiert, mit starken Bindungsenergien von �4.98 und
�5.46 kcalmol�1.

Ein wichtiger Parameter f�r P450-Monooxygenasen ist
die Kupplungseffizienz der katalysierten Reaktion, welche als
Maßstab f�r die effiziente Nutzung von NADPH gilt.[13] Eine
hohe Kupplungseffizienz setzt voraus, dass das Substrat in
einer Bindungstasche als Sauerstoffakzeptor fungiert und
nicht vor der Sauerstoff�bertragung seine Positionierung
�ndert.[25] Wildtyp-BM3 zeigte Kupplungseffizienzen von 5–
11% (Tabelle 1). Bei Iodbenzol wurde kein NADPH-Ver-
brauch gemessen. �hnlich wie f�r DMSO berichtet wurde,
kçnnte eine Interaktion zwischen Iodbenzol und R47 statt-
finden, wobei das Iodbenzol an das positiv geladene Arginin
bindet und den Eingang zum aktiven Zentrum blockiert.[26]

Im Fall von Fluorbenzol wurde ein NADPH-Verbrauch ohne
detektierbare Produktbildung gemessen. Die Bildung von
Fluorbenzol in der Bindungstasche induziert den Elektro-
nentransfer zum H�m (Low-Spin zu High-Spin),[27] sodass O2

an das Eisen im H�m binden kann.[28] Letztlich werden H2O2

und reaktive O2-Spezies gebildet, falls das Substrat sich nicht
in „Akzeptor“-Distanz zu T268 befindet[13] und/oder kein H-
Atom zur Abstraktion in Reichweite ist.[25a] Die Variante M2
zeigt im Vergleich zum BM3-Wildtyp signifikant hçhere
Kupplungseffizienzen von 23–48% (Tabelle 1). Insbesondere
die Umsetzung von Toluol und Anisol wird mit einer f�r
P450-Monooxygenasen exzellenten Kupplungseffizienz

durchgef�hrt (48 %).[13] Des Weiteren sind die Kupplungsef-
fizienzen f�r Brom- und Chlorbenzol um das sechs- bzw.
f�nffache erhçht im Vergleich zum Wildtyp. Ferner wurde
eine semipr�parative Umsetzung von Anisol und Toluol mit
10�4 Mol-% P450 BM3M2 und einem Produkttiter von
0.67 gL�1 (6195 TTN; total turnover number) bzw. 0.31 gL�1

(2870 TTN) erreicht (Tabelle 1).
Hauptunterschiede zwischen den Ringsubstituenten

(OCH3, CH3, Cl, Br, I, F) sind sterische Anforderungen und
die Elektronegativit�t.[19] p-p-Wechselwirkungen zwischen
F87 und monosubstituierten Benzolen kçnnen in vier unter-
schiedlichen Stapelwechselwirkungen stattfinden: a) p-p-ge-
stapelt, b) dimer, c) T-fçrmig und d) invers T-fçrmig.[21] Je
nach Orientierung variiert der Abstand zwischen zwei aro-
matischen Ringen von 3.5 (b) zu 6.0 � (d), was zu Unter-
schieden in den Bindungsenergien zwischen �5.38 (a) und
�0.88 kcalmol�1 (d) f�hrt.[21] Die exzellente o-Hydroxylie-
rungselektivit�t von BM3 und Variante M2 ist somit ein
klares Indiz, dass die ausgew�hlten Substrate (Tabelle 1) eine
bevorzugte Bindungsorientierung haben.

Dockingstudien von Anisol an das aktive Zentrum von
P450 BM3 resultierten in einer bevorzugten T-fçrmigen
Orientierung zu F87 (A und B in Abbildung 1) mit Bin-
dungsenergien von �4.98 (A) und �5.46 kcalmol�1 (B). Ab-
bildung 2 zeigt beide Orientierungen (Inversion der OCH3-
Gruppe) mit den bevorzugten Bindungsenergien und ver-
deutlicht die Interaktion von Anisol mit F87 in T-fçrmiger
Orientierung. Konformation A positioniert die o-Position
direkt in Richtung der reaktiven Sauerstoffspezies, die zwi-
schen T268 und dem H�m-Eisen gebildet wird.[14, 15] Konfor-
mation B w�rde ein anderes Produktmuster generieren,
wobei �berwiegend p- und m-Phenole entst�nden, die expe-
rimentell jedoch nicht oder nur in geringem Umfang gebildet
werden (Tabelle 1). Dieser Befund st�tzt die Hypothese, dass
Konformation A (Abbildung 1) die bevorzugte Substratbin-
dungsorientierung in BM3 darstellt. Trotz großer �berein-
stimmung zwischen Dockingergebnissen und experimentellen
Daten ist zu ber�cksichtigen, dass die auftretende Dynamik
innerhalb des aktiven Zentrums nicht ber�cksichtigt wird.[13]

Folgende Korrelation zwischen Atomgrçße, Elektronegati-
vit�t und Reaktivit�t der untersuchten halogenierten Sub-
strate wurde experimentell f�r die Variante M2 ermittelt:
Cl>Br> I (Tabelle 1).[14] Die hçhere Aktivit�t f�r Chlor-
benzol kann durch die hçhere Elektronegativit�t des Substi-
tuenten erkl�rt werden, die zu einer schnelleren Ausbildung
der Epoxid-Zwischenstufe f�hren kçnnte.[15] Elektronenrei-
che Substituenten, z.B. Iod, kçnnen die Epoxid-Zwischen-
stufe tendenziell stabilisieren, was in einer langsameren Re-
aromatisierung resultiert.[30] Ferner kann P450 BM3M2 Iod-
benzol zum Phenol dehalogenieren (51.1 %, GC).[31]

Zusammengefasst wurde erstmalig die direkte Hydroxy-
lierung von halogenierten Benzolen mit nahezu quantitativer
Regioselektivit�t f�r Chlor-, Brom- und Iodbenzol mittels
einer maßgeschneiderten M2-Variante von P450 BM3 erzielt.
Die Phenolprodukte wurden bei Raumtemperatur, in Wasser,
mit Luftsauerstoff und ohne zus�tzliche Lçsungsvermittler
gebildet. Die beschriebenen Phenole sind attraktive Synthe-
sebausteine, und der Hydroxylierungsweg erçffnet einen
neuen und direkten Zugang zu hydroxylierten Halogenben-

Abbildung 2. Aktives Zentrum von P450 BM3 (PDB: 1BU7) mit Anisol
gedockt in den zwei mçglichen T-fçrmigen Orientierungen. Die rote
Form zeigt die Strukturf�llung durch Aminos�uren von P450 BM3 im
aktiven Zentrum mit <4 � Abstand zu Anisol. Die Abst�nde (in �)
zwischen Substrat und katalytisch wichtigen Proteinstrukturen (F87,
T268 und H�m) sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Beide Orientierungen
des Substrats erlauben eine bevorzugte Bildung des o-Phenols. Das
Docking wurde mittels VINA docking plug-in[32] f�r YASARA durchge-
f�hrt.[29]
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zolen. M2 zeichnet sich durch exzellente Selektivit�t (> 99%)
und Aktivit�t (19.5 U/mgP450; 0.67 g L�1 Produkt; TTN von
6195) aus, wobei die Kupplungseffizienzen gegen�ber dem
Wildtyp deutlich erhçht wurden.
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