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1. Einleitung

Die Biokatalyse hat sich von einem Forschungsbereich,
der die natîrlichen katalytischen Eigenschaften von Enzy-
men beobachtet, zu einem Bereich entwickelt, der die Re-
aktivit�t existierender Enzyme erweitert und g�nzlich neue
Enzyme mit bisher aus der Natur unbekannter Reaktivit�t
zur Verfîgung stellt.[1] Diese Entwicklung wurde wesentlich
durch Fortschritte in der Molekularbiologie sowie bei syste-
matischen Methoden zur Ver�nderung von Proteineigen-
schaften durch iterative Zyklen genetischer Modifizierung
(d.h. gerichtete Evolution) angeregt.[2,3] Ursprînglich sollten
durch gerichtete Evolution eine Erweiterung der Lçsungs-
mitteltoleranz, Erhçhung der Temperaturstabilit�t, Vergrç-
ßerung der Substratbreite und Steigerung der Reaktionsse-
lektivit�t (Enantio-, Diastereo-, Regio- und Chemoselektivi-
t�t) erreicht werden.[3] Die îber gerichtete Evolution zu-
g�nglichen Katalysatoren ermçglichen Synthesemethoden
mit hçherer Effizienz gegenîber derjenigen von niedermo-
lekularen Katalysatoren.[4] Eine Haupteinschr�nkung fîr die
weitergehende Einfîhrung biokatalytischer Prozesse ist die
Bandbreite an damit zug�nglichen Reaktionen.

Die begrenzte Reaktionsbandbreite stand in der letzten
Dekade im Mittelpunkt intensiver Forschungsarbeiten.[5] Das
Streben nach katalytischer Promiskuit�t in der Biokatalyse
hat sich weitgehend auf die Suche nach neuen Reaktionen
konzentriert, deren Mechanismen îber Zwischenstufen ver-
laufen, die denen der natîrlichen Reaktion �hneln. Am
besten zeigt sich dies in der Literatur zu Lipasen, in der ge-
wçhnliche Hydrolasen als effektive Katalysatoren fîr Aldol-,
Michael- sowie Mannich-Reaktionen und viele andere eta-
bliert werden.[6] Nach der Entdeckung neuer Reaktivit�t kann
die promiskuitive Funktion durch umfangreiches Protein-
Engineering weiter optimiert werden.[2d, 7] Ungeachtet seiner
Effektivit�t ist dieser Ansatz auf Reaktionen beschr�nkt, die
mechanistische øhnlichkeiten mit natîrlichen Reaktionen
aufweisen. Folglich ist eine große Zahl nichtnatîrlicher Re-
aktionen mit dieser Methode unzug�nglich. Dies gilt beson-
ders fîr die Fîlle an �bergangsmetall-katalysierten Reak-
tionen. Ein Ansatz, um diese Reaktionen zu erfassen, sieht
vor, ein �bergangsmetall – in Form kînstlicher oder natîr-

licher Metalloenzyme – im aktiven Zentrum eines Proteins zu
platzieren und danach dessen F�higkeit zur Katalyse von
Reaktionen zu erforschen, die vom Metallcofaktor eigen-
st�ndig katalysiert werden kçnnen.

Ein frîhes Beispiel hierfîr war die Bildung kînstlicher
Metalloenzyme, bei denen ein katalytisch aktives �ber-
gangsmetall selektiv in ein Proteingerîst eingebaut wird.
Mitte der 1970er Jahre zeigten die Gruppen von Kaiser und
Whitesides, dass solche Hybridkatalysatoren gebildet werden
kçnnen und katalytische Aktivit�t fîr Oxidations- und Re-
duktionsreaktionen aufweisen.[8, 9] Seit diesen grundlegenden
Arbeiten haben sich die Studien grçßtenteils darauf kon-
zentriert, verschiedene �bergangsmetallkomplexe selektiv
îber koordinative, kovalente oder supramolekulare Veran-
kerung in vielf�ltige Proteingerîste einzufîhren, w�hrend die
katalytische Aktivit�t des Metalls erhalten bleibt oder gar
verbessert wird.[10] Ein komplement�rer Ansatz nutzt Pro-
teine mit natîrlicher Affinit�t zu einem Cofaktor, der in
Abwesenheit des Proteingerîstes nichtnatîrliche Reaktionen
katalysieren kann. Beide Ans�tze bilden nur den ersten
Schritt bei der Entwicklung von Metalloenzymkatalysatoren,
die nichtnatîrliche Reaktionen katalysieren kçnnen. Um eine
Hybridverbindung zu generieren, die sowohl von der Protein-
als auch von der �bergangsmetallkomponente profitiert,
muss der Proteinteil fîr die gewînschten Merkmale gen-
technisch hergestellt werden. W�hrend die genetische Modi-
fizierung natîrlicher Enzyme im akademischen und indu-
striellen Bereich routinem�ßig angewendet wird, gilt dies
nicht fîr kînstliche Metalloenzyme.[11] Die vielleicht grçßte
Herausforderung hinsichtlich der gerichteten Evolution
kînstlicher Metalloenzyme besteht darin, die katalytische
Effizienz des Cofaktors in Gegenwart ungereinigter Protein-

In der letzten Dekade fanden kînstliche Metalloenzyme einige Auf-
merksamkeit als eine mçgliche Lçsung fîr ungekl�rte Probleme der
organischen Synthesechemie. W�hrend g�ngige �bergangsmetallka-
talysatoren meist nur die erste Koordinationssph�re nutzen, um Re-
aktivit�t und Selektivit�t zu kontrollieren, kçnnen kînstliche Metal-
loenzyme sowohl die erste als auch die zweite Koordinationssph�re
modulieren. Dieser Unterschied manifestiert sich in den teilweise
einzigartigen Reaktivit�tsprofilen kînstlicher Metalloenzyme. Dieser
Aufsatz fasst die Versuche zusammen, die zweite Koordinationssph�re
kînstlicher Metalloenzyme durch genetische Modifizierungen der
Proteinsequenz anzupassen. Es werden erfolgreiche Versuche und
kreative Wege zur �berwindung aufgetretener Schwierigkeiten her-
vorgehoben.
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proben aufrechtzuerhalten.[12] Tats�chlich werden viele me-
tallorganische Cofaktoren in Gegenwart zellul�rer Extrakte
(z. B. DNA, Proteine, Metabolite, Lipide) inhibiert. Dies
macht die Verwendung gereinigter Proteinproben zur Opti-
mierung kînstlicher Metalloenzyme unabdingbar, was wie-
derum die Anzahl an Proben limitiert, die gesichtet werden
kçnnen, da die parallele Proteinreinigung zeitaufwendig ist.

Der vorliegende Aufsatz fasst die Bestrebungen zur ge-
netischen Optimierung kînstlicher Metalloenzyme hinsicht-
lich ihrer katalytischen Reaktivit�t und Selektivit�t zusam-
men. Genetische Modifizierungen von Proteingerîsten zur
Kupplung mit einem �bergangsmetall (d.h. Biokonjugation)
wurden kîrzlich zusammengefasst und werden hier nicht
weiter diskutiert.[10] Unser Anliegen ist, breit anwendbare
Strategien zur gentechnischen Herstellung von Metalloenzy-
men aufzuzeigen. Letztlich sollten diese auf andere Metallo-
enzymtypen îbertragbar sein, um so das Feld von der reinen
Suche nach effektiven Hybridkatalysatoren hin zur Nutzung
dieser Systeme fîr die Lçsung von Problemen zu erweitern,
die derzeit weder mit niedermolekularen Katalysatoren noch
mit Enzymen zu bew�ltigen sind. Zwei komplement�re
Strategien werden hier behandelt: 1) das Umfunktionieren
natîrlicher Metalloenzyme fîr nichtnatîrliche Reaktionen
(Abschnitte 2 und 6) sowie 2) das Einfîhren eines abiotischen
Cofaktors in ein Proteingerîst, um kînstliche Metalloenzyme
herzustellen (Abschnitte 3–5). Kînstliche Metalloenzyme aus
chemisch (d.h. durch Festphasensynthese) synthetisierten
Wirtproteinen/-peptiden wurden kîrzlich besprochen und
werden hier nicht vorgestellt.[10] Der Fokus dieses Aufsatzes
liegt auf den gentechnischen Strategien zur Optimierung der
Leistungsf�higkeit (kînstlicher) Metalloenzyme.

2. Natírliche Metalloenzyme, die nichtnatírliche
Reaktionen katalysieren

2.1. Cytochrom-P450-Enzyme

Cytochrom-P450-Proteine sind weit verbreitete und leis-
tungsstarke Enzyme, die Olefine, Heteroatome und inerte C-
H-Bindungen mit molekularem Sauerstoff oder Wasserstoff-
peroxid als Oxidationsmittel oxidieren.[13] Wesentlich fîr
diese Reaktivit�t ist der Eisenporphyrin-H�m-Cofaktor.
Außer der Oxygenierung katalysieren Eisenporphyrine auch
die Cyclopropanierung von Alkenen mit Diazoestern.[14]

Arnold untersuchte die F�higkeit von Cytochrom-P450-En-
zymen, Carbentransferreaktionen zu katalysieren.[15] In einer
bahnbrechenden Arbeit wurde P450BM3 als effektiver Kata-
lysator zur Cyclopropanierung von Styrolen mit Ethyldiazo-
acetat (EDA) als Carbenquelle unter anaeroben Bedingun-
gen beschrieben, der ein Produkt mit geringem Umsatz und
niedriger Selektivit�t (TTN 5; TTN = total turnover number,
Gesamtwechselzahl) lieferte.[16] Eine einzelne Mutation des
konservierten distalen Threonins (T268), das bei der natîrli-
chen Reaktivit�t vermutlich den Protonentransfer erleichtert,
zu Alanin (P450BM3-T268A) ermçglichte die trans-selektive
Cyclopropanierung mit hoher Ausbeute und Enantioselekti-
vit�t (Abbildung 1, oben). Ausgehend von einer Variante, die

14 Mutationen des Wildtyps (WT) enthielt (P450BM3-CIS),
wurde bevorzugt das cis-Diastereomer mit m�ßiger Ausbeute
und Diastereoselektivit�t, aber exzellenter Enantioselektivi-
t�t erhalten. Die Einfîhrung von Serin an Position T438
(P450BM3-CIS-T438S) verbesserte das Diastereomerenver-
h�ltnis auf > 9:1 sowie die Enantioselektivit�t und die Aus-
beute (Abbildung 1, unten). Eine kleine Bibliothek struktu-
rell verschiedener P450BM3-Mutanten ermçglichte die selek-
tive Cyclopropanierung einer Vielfalt von Styrolen. Diese
Bibliothek erwies sich auch als effektiv fîr die Insertion von
Carbenen in N-H-Bindungen.[17] Erste mechanistische Studi-

Abbildung 1. Umfunktionieren von Cytochrom P450 zu einer kínstli-
chen Cyclopropanase unter anaeroben Bedingungen. Die katalytische
Leistung wird durch genetische Modifizierung der zweiten Koordinati-
onssph�re des H�mcofaktors verbessert. W�hrend die trans-Selektivit�t
eine Punktmutation bençtigt (oben), enth�lt die cis-Cyclopropanase
15 Mutationen gegeníber WT-P450BM3 (unten). P450BM3-CIS-
T438S= V78A, F87V, P142S, T175I, A184V, S226R, H236Q, E252G,
T268A, A290V, L353V, I366V, T438S, E442K.
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en lassen vermuten, dass FeII der Ruhezustand des H�mco-
faktors ist. Diese Eigenschaft bedeutet eine Herausforderung,
wenn versucht wird, das H�m unter physiologischen Bedin-
gungen von FeIII zu FeII zu reduzieren, da Cytochrom-P450-
Enzyme einen komplizierten Gating-Mechanismus aufwei-
sen, um in Abwesenheit von Substrat einen Elektronen-
transfer zu verhindern. Angesichts der geringen Affinit�t der
Substrate zum aktiven Zentrum des Proteins ist die ge-
wînschte Konformations�nderung unmçglich.

Um diese Reduktion zu ermçglichen, untersuchten
Arnold et al. den Einfluss der H�mbindung auf das Redox-
potential des H�mcofaktors.[18] Bemerkenswerterweise wird
durch Mutation des Cysteins zum isosteren Serin das Re-
doxpotential von ¢430 mV (E0’ FeIII/FeII

Cys) zu ¢293 mV
(E0’ FeIII/FeII

Ser) verschoben. Die entstandene P450BM3-C400S-
Variante, als P411BM3 bezeichnet (nach der Verschiebung der
diagnostischen CO-Soret-Bande), weist ein fîr das biologi-
sche Reduktionsmittel NADPH ausreichendes Redoxpoten-
tial (E0’1 =¢320 mV) auf. Weiterhin zeigt P411BM3 eine
schwache Oxygenaseaktivit�t und verhindert somit die un-
gewînschte Bildung von Styroloxiden. Die Effizienz, mit der
P411BM3 die erwînschte Umwandlung katalysiert, ist etwa
viermal hçher als die von P450BM3 (Abbildung 2, oben). Bei
hohen Substratkonzentrationen bewirkte der beste Kataly-
sator (P411BM3-CIS-T438S) die cis-selektive Cyclopropanie-
rung mit TTN> 67 000 und mit nahezu der gleichen Selekti-
vit�t, wie sie mit der P450BM3-CIS-T438S-Variante (90:10 d.r.,
99% ee) erreicht wurde. Kristallographische Daten lassen
vermuten, dass die Mutation des axialen Cysteins zu Serin
keinen signifikanten Einfluss auf die Gesamtfaltung des
Proteins ausîbt (0.52 è r.m.s.-Abweichung von P450BM3 ;
r.m.s. = quadratischer Mittelwert). Die Einfîhrung der ent-
scheidenden axialen Serinmutation in andere P450-Gerîste
liefert Katalysatoren, welche die Cyclopropanierung wirksa-
mer katalysieren als das ursprîngliche Metalloenzym.[19]

Die axiale Mutation wurde auf Reste erweitert, die nicht
zu Cystein isoster sind.[20, 21] Dieser geringe Screening-Auf-
wand fîhrte zur Identifizierung von Histidin (d.h. T268A-
C400H) fîr das effizienteste kînstliche Metalloenzym zur
Cyclopropanierung von Styrol mit EDA (Abbildung 2,
unten).[70] Diese entwickelte Variante wurde in der formalen
Synthese von Levomilnacipran angewendet, bei der T268A-
C400H die Cyclopropanvorstufe mit exzellenter Ausbeute
und Diastereoselektivit�t, aber m�ßiger Enantioselektivit�t
lieferte. Nach drei Durchg�ngen einer ortsgerichteten S�tti-
gungsmutagenese, die auf Reste innerhalb des aktiven Zen-
trums im Protein gerichtet war, wurde eine Variante (T268A-
C400H-T438W-V78M-L181V, genannt Hstar) identifiziert,
die selbst unter aeroben Bedingungen die Cyclopropanvor-
stufe von Levomilnacipran in hoher Ausbeute und mit ex-
zellenter Enantioselektivit�t ergab (Abbildung 3). Erfreuli-
cherweise, und im Unterschied zu vielen Biokatalysatoren, ist
Hstar ein recht allgemeiner Katalysator, der fîr eine Reihe
substituierter Acrylamide hohe Ausbeuten und Selektivit�ten
liefert.[22]

Das P411-Gerîst ist auch bei Nitrentransferreaktionen
leistungsf�hig. Arnold et al. stellten fest, dass P411BM3-T268A
die C-H-Aminierung von 1,3,5-Triethylbenzolsulfonylazid (7)
in Benzylposition ermçglichte, wenn auch in m�ßiger Aus-
beute.[23] P450BM3-basierte Katalysatoren erwiesen sich bei
diesem Reaktionstyp – im Unterschied zum Carbentransfer
— als ineffizient. Die Ver�nderung des Proteingerîstes zu
einer Variante mit 15 zus�tzlichen Mutationen von WT-
P450BM3 (P411BM3-CIS-T438S) erhçhte die Ausbeute auf etwa
70% (TTN 430) mit exzellenter Enantioselektivit�t (87 % ee ;
Abbildung 4) in Ganzzellen. Bei Nitrentransferreaktionen im
aktiven Zentrum des Proteins ist die Architektur des aktiven
Zentrums entscheidend. Arnold et al. beschrieben, dass 7
trotz der geringeren Bindungsdissoziationsenergien der sp�-
teren Substrate (85 gegenîber 83 kcalmol¢1) effektiver ist als
Triisopropylbenzolsulfonylazid (9). Fasan et al. beobachteten
in sp�teren Arbeiten mit anderen P450-Varianten (P450BM3-
FL#62) den entgegengesetzten Trend: Hier war 9 effektiver
als 7 (Abbildung 4).[24] Mçgliche Erkl�rungen fîr diesen
Unterschied gehen von der unterschiedlichen H�mbindung in
den beiden Studien oder von den unterschiedlichen Struktu-
ren der aktiven Zentren in den jeweils verwendeten Varian-
ten aus.

Abbildung 2. Oben: Mutation des axialen Cysteins C400 zu Serin be-
einflusst das Reduktionspotential des H�mrestes betr�chtlich und ver-
schiebt die Soret-Bande von 450 nach 411 nm. Das umfunktionierte
Cytochrom P411 hat seine Monooxygenase- komplett zugunsten einer
Cyclopropanierungsaktivit�t verloren. Unten: Aktivit�t verschiedener
axialer Liganden fír die Styrol-Cyclopropanierung.

Abbildung 3. Gerichtete Evolution der kínstlichen Cyclopropanase
Hstar zur Synthese einer Vorstufe von Levomilnacipran.
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Die ersten Arbeiten zur P450-katalysierten C-H-Ami-
nierung beschrieben ausschließlich die Aminierung der
schw�chsten vorhandenen C-H-Bindung im Substrat. Arnold
et al. fanden heraus, dass durch systematische Anpassung der
Architektur am aktiven Zentrum die starken C-H-Bindungen
in Gegenwart von schwachen C-H-Bindungen selektiv
aminiert werden konnten.[25] Eine Aminierung der starken
homobenzylischen C-H-Bindungen kann mit dem Di-
propylbenzolsulfonylazid 11 erreicht werden, wenn eine
P411-Variante mit Phenylalanin an Position I263F eingesetzt
wird (97:3 Selektivit�t gegenîber der Aminierung in Ben-
zylposition; Abbildung 5). Unter Verwendung von P411BM3-
F87A-T268A kann die Selektivit�t zugunsten der Aminie-
rung in Benzylposition fîr dasselbe Substrat umgekehrt
werden. Eine solch bemerkenswerte Regiodivergenz ist mit
niedermolekularen Katalysatoren schwer zu erreichen – dies
zeigt, dass biokatalytische Methoden solche mit niedermole-
kularen Katalysatoren erg�nzen kçnnen.

W�hrend in den ersten Arbeiten zur P450- und P411-ka-
talysierten C-H-Aminierung relativ starre Sulfonylazide als
Substrate genutzt wurden, entdeckten Fasan et al. , dass fle-
xiblere Carbonazidate mit P450BM3-FL#62 in moderater
Ausbeute in Oxazolidinone umgewandelt werden kçnnen.[26]

Viele Carbonazidate fungierten als effektive Substrate mit
Wechselzahlen zwischen 6 und 100, aber geringer Enantio-
selektivit�t. Die Leichtigkeit der Synthese erçffnete die
Mçglichkeit, den Mechanismus enzymkatalysierter Aminie-
rungen zu untersuchen. Mechanistische Studien mit cis- und
trans-Homoallylcarbonazidaten (14 bzw. 15) zeigen eine Iso-
merisierung zum trans-Oxazolidinon 16, was vermuten l�sst,
dass die Reaktion îber eine C-H-Abstraktion verl�uft, wobei
sich zun�chst ein langlebiges Allyl- oder Benzylradikal bildet,
woraufhin eine Radikalrekombination erfolgt (Abbildung 6).
Außerdem lassen kinetische Isotopeneffekte auf die
C-H-Abstraktion als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
schließen.

Serin-gebundene P411BM3-Spezies kçnnen ebenfalls in-
termolekulare Nitrentransferreaktionen katalysieren. Arnold
et al. beschrieben, dass Tosylazid (TsN3, 18) und Sulfide unter
P411BM3-Katalyse in moderater Ausbeute Sulfimide liefern
kçnnen (Abbildung 7).[27] Die Struktur des aktiven Zentrums
ist fîr die Katalyse des intermolekularen Nitrentransfers
wesentlich. Nicht optimierte aktive Zentren lieferten als
Hauptprodukt ein Sulfonamid, das durch Reduktion des
entsprechenden Azids gebildet wurde. Man vermutet, dass
diese Reduktion îber einen Elektronentransfer von der Re-
duktasedom�ne des P411 auf das Eisennitrenoid erfolgt. In
Gegenwart eines optimierten aktiven Zentrums wird die
Sulfimidierung konkurrenzf�hig zur Nitrenoidreduktion.
Hammett-Untersuchungen ergaben eine strenge Korrelation
zwischen der elektronischen Natur des Sulfids und der Ge-
schwindigkeit der Sulfimidierung, wobei elektronenreiche
Sulfide schneller als elektronenneutrale amidiert wurden.

Die Sulfimidierung diente als Zugang zur anspruchsvol-
leren Alken-Aziridinierung (Abbildung 7).[28] W�hrend die in
den Studien zur Sulfimidierung ermittelten Proteingerîste
nur Spuren von Aziridinen ergaben, fîhrte der Einbau von
I263F ins aktive Zentrum zu einer erheblichen Menge an
Aziridin, jedoch mit moderater Enantioselektivit�t. Nach
zwei Runden ortsspezifischer S�ttigungsmutagenese an Ziel-
gruppen im aktiven Zentrum wurde eine Variante identifi-
ziert, die Aziridine mit exzellenter Enantioselektivit�t liefert.

Abbildung 4. Durch die Cytochrome P411BM3 und P450BM3 katalysierte
Nitreninsertion. P411BM3-CIS-T438S= V78A, F87V, P142S, T175I,
A184V, S226R, H236Q, E252G, T268A, A290V, L353V, I366V, C400S,
T438S, E442K. P450BM3-#FL62 =V87A, F81S, A82V, F87A, P142S, T175I,
A180T, A184V, A197V, F205C, S226R, H236Q, E252G, R255S, A290V,
L353V.

Abbildung 5. Durch Cytochrom P411BM3 katalysierte, regioselektive Ni-
treninsertion. P411BM3-CIS-T438S-I263F =V78A, F87V, P142S, T175I,
A184V, S226R, H236Q, E252G, I263F, T268A, A290V, L353V, I366V,
C400S, T438S, E442K.

Abbildung 6. Mechanistische Studien zur P450BM3-FL#62-katalysierten
Aminierung von C-H-Bindungen lassen auf die Bildung eines langlebi-
gen Allyl- oder Benzylradikals schließen.
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Anders als bei der Sulfimidierung, wo die Substratbandbreite
durch die elektronische Struktur des Substrats weitgehend
festgelegt ist, toleriert der optimierte Aziridinierungskataly-
sator eine Reihe von Alkenen, wobei die elektronische
Struktur wenig Auswirkungen auf Effizienz und Selektivit�t
der Reaktion hat.

2.2. Myoglobin-katalysierte Reaktionen

Myoglobin ist ein H�mprotein, das in S�ugetieren als
Sauerstofftr�ger ohne katalytische Funktion fungiert. Hin-
sichtlich der H�mbindung ist Myoglobin strukturell mit Per-
oxygenasen verwandt, bei denen das Eisenzentrum des H�ms
von einem Histidinrest ligiert wird. Trotz dieser Gemein-
samkeiten ist Myoglobin bei Oxidationen weniger wirksam
als Peroxidasen.[29] Dies resultiert wohl aus der fehlenden
Substratbindungsspalte und dem schlecht positionierten
proximalen Histidin, das fîr die Bildung von Compound I
bençtigt wird. Hayashi et al. nahmen an, dass das Fehlen
einer Bindungsspalte kompensiert werden kçnnte, indem
man die polaren Carboxylate des H�ms durch unpolare,
aromatische Gruppen ersetzt.[30] Durch Entfernen des Co-
faktors und Rekonstitution mit einem „doppelflîgeligen
Cofaktor“ erreichten sie eine hçhere Reaktivit�t fîr die
Oxidation von 2-Methoxyphenol. Diese Verbesserung wurde
einer gesteigerten Substrataffinit�t (Abnahme von Km) zu-
geschrieben. Um die Reaktivit�t des Komplexes zu erhçhen,
erforschten Hayashi et al. Mutationen des proximalen Histi-
dins. Durch die Mutation von Histidin 64 zu Asparagins�ure
(H64D) wurde die Peroxidaseaktivit�t von Myoglobin ver-
st�rkt (Abbildung 8). Weiterhin steigerte der Austausch des
natîrlichen Cofaktors gegen den doppelflîgeligen Cofaktor
die Peroxidaseaktivit�t beinahe um das 400-Fache.

Imidazol-gebundene Eisenporphyrine sind als effiziente
niedermolekulare Katalysatoren fîr Carbentransfers be-
kannt.[31] Fasan und Sreenilayam ermittelten, dass Myoglobin
in Gegenwart von EDA sowie verschiedenen prim�ren und
sekund�ren Anilinen Carbeninsertionen in N-H-Bindungen
effizienter als H�min alleine bewirken kann (Abbildung 9).[32]

Wie bereits erw�hnt, ist das Fehlen einer Bindungsspalte ein
Nachteil des WT-Myoglobins. Ein aktives Zentrum kann
durch Mutation des konservierten distalen Histidins zu Valin

(H64V) und Mutation eines flankierenden Valins zu Alanin
(V68A) gestaltet werden. Der verbesserte Katalysator liefert
exzellente Ums�tze (TTN bis zu 7500). Außerdem verknîpft
er effektiv substituierte Styrole mit EDA und ergibt trans-
Cyclopropane in hoher Ausbeute (TTN> 46000) sowie mit
hervorragender Diastereoselektivit�t und Enantioselektivit�t
(Abbildung 9).[33] Mechanistische Studien lassen darauf
schließen, dass die Cyclopropanierung îber eine elektrophile
Eisen-Carbenoid-Zwischenstufe geschieht. Diese �hnelt stark
der fîr niedermolekulare Katalysatoren vorgeschlagenen
Zwischenstufe.

Außer der N-H-Insertion und der Cyclopropanierung
katalysiert Myoglobin auch die Insertion von Carben in S-H-
Bindungen.[34] Fîr die S-H-Insertion ist jedoch L29A-H64V
die beste Variante. Sie zeigt bei einer Reihe substituierter
aromatischer und aliphatischer Thiole Aktivit�t, was weder

Abbildung 7. Sulfimidierung und Aziridinierung – katalysiert durch Cy-
tochrom-P411BM3-Varianten.

Abbildung 8. Umwandlung von Myoglobin in eine Peroxygenase durch
chemogenetische Optimierung.

Abbildung 9. Myoglobin-katalysierte Carbeninsertion in N-H-Bindun-
gen, Alkene und S-H-Bindungen.
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bei der N-H-Insertion noch bei der Cyclopropanierung
mçglich ist. Zudem ergeben sterisch anspruchsvolle Cyc-
lohexyl-, tert-Butyl- und Benzyl-substituierte Diazoester ex-
zellente Ausbeuten. Eine kurze Sichtung der Mutanten des
aktiven Zentrums lieferte eine Variante (F43V), die in der
Lage ist, diese Umsetzung asymmetrisch auszufîhren.

Wie P450-Cytochrome kann Myoglobin îber einen Ni-
trentransfer C-H-Aminierungen bewirken, jedoch in geringer
Ausbeute.[35] Mutation des konservierten, distalen Histidins
zu Valin (H64V) hat eine leichte Steigerung der katalytischen
Aktivit�t zur Folge. Durch Ver�nderung des aktiven Zen-
trums kann die Enantioselektivit�t der Insertion moduliert
werden. Allgemein ist Myoglobin in Reaktionen mit Nitre-
noidspezies weniger effektiv als in solchen mit Carbenoid-
spezies. Daher tauschten Fasan et al. den H�mcofaktor gegen
Mn- und Co-H�minspezies, die bekanntermaßen bei Ami-
nierungen unter organischen Bedingungen effektiver sind.
Allerdings zeigten sich diese weniger effektiv als Fe-H�min.

3. Supramolekulare Kupplung

3.1. Biotin-Streptavidin-basierte kínstliche Metalloenzyme

Einige der bestuntersuchten kînstlichen Metalloenzyme
nutzen die starke, nichtkovalente Wechselwirkung zwischen
Streptavidin (Sav) und biotinylierten Metallkomplexen.[36]

Die wegweisende Arbeit von Whitesides und Wilson zeigte,
dass [Rh(NBD)(Biot-L)] �Avidin (Avi) (NBD = Norborna-
dien) die Hydrierung von Acetamidoacryls�ure (22) zu (R)-
Acetamidoalanin (24) mit moderater Enantioselektivit�t (bis
zu 41% ee) katalysiert.[9] (� bezeichnet die supramolekulare
Aufnahme des Metallcofaktors in das Wirtprotein.) Ward
et al. wiederholten diese Reaktion, doch nicht mit Avidin als
Wirtprotein, sondern mit Streptavidin. Streptavidin ist wie
Avidin ein homotetrameres Protein mit hoher Affinit�t fîr
Biotin (Ka> 1013m¢1).[37] Es unterscheidet sich von Avidin in
seiner Dielektrizit�tskonstanten (pl = 6.2 fîr Sav gegenîber
pl = 10.4 fîr Avi) und der einfachen rekombinanten Expres-
sion in E. coli. Nach dem Wechsel von Avi auf Sav unter sonst
�hnlichen Reaktionsbedingungen beobachteten Ward et al.,
dass [Rh(cod)(Biot-L)] �WT-Sav (cod = Cycloocta-1,5-
dienyl) 24 in quantitativer Ausbeute und mit 92 % ee lieferte
(Abbildung 10).[38] Mit diesem Hybridkatalysator gelang auch
die Reduktion von Acetamidozimts�ure (23) zu (R)-Ace-
tamidophenylalanin (25) mit 84 % Umsatz und 93% ee.[39]

Ward et al. erkannten, dass eine Modifizierung des Ami-
nos�ure-Abstandhalters, der das Metall mit dem Biotinanker
verbindet, die chemische Umgebung, in der sich der Metall-
cofaktor innerhalb des „aktiven Zentrums“ des Streptavidins
befindet, drastisch ver�ndern kann. Die Feineinstellung kann
durch genetische Modifizierung erreicht werden.[39, 40] Zum
Beispiel lieferte die S�ttigung der Bindungsstelle an Position
S112 mit [Rh(cod)(Biot-L)] die beiden genetischen Mutanten
S112G und S112A, die eine hçhere Enantioselektivit�t fîr das
R-Enantiomer von 23 und 24 aufwiesen (Abbildung 10).
Dennoch blieben Versuche, das andere Enantiomer allein
durch genetische Modifizierungen zu erhalten, erfolglos. Die
Untersuchung von 18 chemischen Linkern lieferte [Rh-

(cod)(Biot-4meta-L)] und [Rh(cod)(Biot-(R)-Pro-L)], die be-
vorzugt das S-Enantiomer bildeten.[41] Eine Sichtung von Sav-
Isoformen fîhrte zur Identifizierung von [Rh(cod)(Biot-(R)-
Pro-L)]� S112W, das beide Produkte in quantitativer Aus-
beute und mit 95% ee ergab (Abbildung 10).

Eine anschließende Studie von Reetz et al. verfolgte eine
Strategie der gerichteten Evolution, um [Rh(cod)(Biot-
L)] �Sav fîr die enantioselektive Reduktion von Methyl-
acetamidoacrylat zu optimieren.[42] Allerdings erforderten
Komplikationen w�hrend der Proteinexpression die Ver-
wendung kleiner, durch S�ttigungsmutagenese erhaltener
Bibliotheken anstelle großer, durch fehleranf�llige Polyme-
rasekettenreaktion entstandener Bibliotheken. Reetz et al.
w�hlten Positionen in geringer Entfernung zum aktiven
Zentrum aus (z.B. N49, L110, S112, L124). In der ersten
Runde wurde S112G als positive Mutation identifiziert; diese
liefert das Produkt mit 35% ee zugunsten des R-Enantiomers
(gegenîber 23% ee fîr WT-Sav). In der zweiten Mutagene-
serunde entstand eine Doppelmutante N49V-S112G, die das
Produkt mit 54 % ee ergab. Wurde N49V alleine bewertet,
zeigte es die beste Enantioselektivit�t in der Studie (65 % ee).
Nach zwei Mutageneserunden konnte in Gegenwart von
[Rh(cod)(Biot-L)] �SavN49H-L124F das andere Enantio-
mer (S)-Acetamidoalaninmethylester mit 7% ee hergestellt
werden.

Aufbauend auf der Hydrierung von Alkenen untersuch-
ten Ward et al. biotinylierte, Aminosulfonamid-gebundene
Klavierstuhlkomplexe als Katalysatoren zur Transferhydrie-
rung von Ketonen.[43] Die Transferhydrierung unterscheidet

Abbildung 10. Kínstliche Hydrogenase durch Einbau eines biotinylier-
ten Rh-Diphosphin-Restes in Sav-Varianten. C = Umsatz, MES= 2-(N-
Morpholino)ethansulfons�ure.
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sich mechanistisch von der klassischen Hydrierung
insofern, als sich das Substrat nicht koordinativ an
das Metallzentrum anlagert. Stattdessen verl�uft
die Reaktion vermutlich îber einen konzertierten
�bergangszustand, wobei das Hydrid vom Me-
tallatom gleichzeitig mit einem Protonentransfer
vom Aminliganden îbertragen wird. Eine Familie
racemischer at-Metall-N-Sulfonamid-1,2-ethylen-
diamin-Komplexe wurde aus gewçhnlichen Rh-,
Ir- und Ru-Klavierstuhlkomplexen synthetisiert
und auf Streptavidin-Isoformen untersucht. Eine
Biotinylierung an der para-Position des Sulfon-
amids lieferte allgemein reaktivere Komplexe.
Zudem ergaben Aren-îberdachte Ruthenium-
komplexe die hçchste Ausbeute. Das îberda-
chende Aren beeinflusst die Enantiopr�ferenz der
Reaktion mit [(h6-Benzol)Ru(Biot-p-L)Cl] und
[(h6-p-Cymol)Ru(Biot-p-L)Cl], welche die entge-
gengesetzten Enantiomere begînstigen. Dieser
Effekt ist in Verbindung mit genetischen Muta-
tionen besonders ausgepr�gt. Beispielsweise lie-
fert [(h6-Benzol)Ru(Biot-p-L)Cl]�WT-Sav bei
der Reduktion von p-Methylacetophenon das
Produkt mit 89% ee fîr das R-Enantiomer, w�h-
rend [(h6-p-Cymol)Ru(Biot-p-L)Cl] �WT-Sav
dasselbe Produkt generiert, jedoch mit nur
29% ee (R). Wird dieselbe Reaktion mit S112A
durchgefîhrt, begînstigt [(h6-Benzol)Ru(Biot-p-
L)Cl]�S112A das R-Enantiomer mit 91% ee,
w�hrend [(h6-p-Cymol)Ru(Biot-p-L)Cl] �S112A
nun das gleiche Enantiomer mit 41% ee liefert.
Diese Enantiopr�ferenz kann umgekehrt werden, wenn
Lysin anstelle von Alanin eingesetzt wird: [(h6-Benzol)Ru-
(Biot-p-L)Cl]�S112K begînstigt mit 10% ee die Bildung
des S-Enantiomers, w�hrend [(h6-p-Cymol)Ru(Biot-p-
L)Cl] �S112A das R-Enantiomer mit 63% ee ergibt. Es wird
vermutet, dass die Gegenwart kationischer Gruppen in enger
Nachbarschaft zum Metallzentrum die fîr die Enantioselek-
tivit�t wesentliche Wechselwirkung ver�ndert. Befinden sich
hydrophobe Reste nahe des Metalls, kçnnten C-H···p-Wech-
selwirkungen fîr die Selektivit�t verantwortlich sein. Diese
Wechselwirkung wird wahrscheinlich von Kation···p-Wech-
selwirkungen îbertroffen, wenn sich Lysin nahe dem aktiven
Zentrum befindet. Eine Kristallstruktur des Streptavidin-ge-
bundenen Metallkomplexes zeigte, dass die Reste K121 und
L124 dicht am Metallzentrum positioniert sind.

Zun�chst waren Acetophenonderivate die einzigen Sub-
strate, mit denen eine hohe Enantioselektivit�t erreicht
wurde. Um die Selektivit�t der Dialkylketonreduktion zu
erhçhen, wurde die iterative S�ttigungsmutagenese eingesetzt
(Abbildung 11).[44] Aufgrund der Beobachtung, dass das
îberdachende Aren verschiedene Enantiopr�ferenzen be-
gînstigen kann, fîhrten Ward et al. eine S�ttigungsmutage-
nese an [(h6-p-Cymol)Ru(Biot-p-L)Cl] und [(h6-Benzol)Ru-
(Biot-p-L)Cl] mit 4-Phenyl-2-butanon durch. Um den Scree-
ning-Prozess zu beschleunigen, wurde die Streptavidinmu-
tante aus rohen Zellextrakten mittels Biotin-Sepharose-Tr�-
gerpartikeln extrahiert. Liegt Sav im �berschuss vor, besetzt
das Sepharose-gebundene Biotin nur eine Biotin-Bindungs-

stelle und l�sst die anderen drei Stellen frei fîr die Katalyse.
Es wurde schnell erkannt, dass die S112A- und S112K-Vari-
anten mit beiden Areneinheiten die entgegengesetzten
Enantiomere – allerdings mit geringer Enantioselektivit�t –
begînstigen. Als diese Mutationen mit den S�ttigungsmuta-
genese-Bibliotheken der Positionen K121 und L124 kombi-
niert wurden, erreichte man wesentlich hçhere Enantiose-
lektivit�ten. Zum Beispiel lieferte [(h6-p-Cymol)Ru(Biot-p-
L)Cl]]�S112A-K121T mit 88 % ee das R-Enantiomer, w�h-
rend [(h6-p-Cymol)Ru(Biot-p-L)Cl]�S112K-L124T das S-
Enantiomer mit geringer Enantioselektivit�t (26 % ee) be-
gînstigte. Die Selektivit�t fîr das S-Enantiomer kann mithilfe
von [(h6-Benzol)Ru(Biot-p-L)Cl] �S112A-L121N auf
72% ee verbessert werden. Eine einzelne Mutation zu [(h6-
Benzol)Ru(Biot-p-L)Cl] �S112A-L121W fîhrt interessan-
terweise zur Begînstigung des R-Enantiomers mit 84 % ee.
Insgesamt zeigt diese Studie, wie wesentlich es in Bezug auf
die Selektivit�t ist, die genetische Komponente kînstlicher
Metalloenzyme zu optimieren.

Reduktion von Alkenen und Ketonen mit kînstlichen
Metalloenzymen erg�nzt die Enzymreaktionen, die gewçhn-
lich fîr industrielle Umsetzungen verwendet werden (Enoat-
Reduktasen und Ketoreduktasen).[45] Deutlich weniger un-
tersucht sind die Imin-Reduktasen, die erst kîrzlich entdeckt
wurden.[46] Dagegen ist schon lange bekannt, dass Transfer-
hydrierung die enantioselektive Reduktion von Iminen be-
wirkt. Mit [Cp*Ir(Biot-p-L)Cl] �WT-Sav (Cp* = C5Me5)
konnte die Hydrierung cyclischer Imine in quantitativer

Abbildung 11. Entwicklungsweg fír die meisten hochselektiven, kínstlichen Transfer-
hydrogenasevarianten zur Reduktion von 4-Phenyl-2-butanon (26).
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Ausbeute und mit moderater Enantioselektivit�t (57 % ee
(R)) durchgefîhrt werden.[47] Die genetische Optimierung
liefert eine verbesserte Selektivit�t: [Cp*Ir(Biot-p-
L)Cl] �S112A ergibt das R-Produkt mit 91% ee und TTN>

4000 (Abbildung 12). Eine Punktmutation mit [Cp*Ir(Biot-p-
L)Cl] �S112K liefert das entgegengesetzte Enantiomer mit
78% ee zugunsten des S-Enantiomers.

Um die Enantiomerenreinheit des Amins zu verbessern,
kann die kînstliche Imin-Reduktase an eine Amin-Oxidase
(Monoamin-Oxidase, MAO) gekuppelt werden.[48] In dieser
Kaskade oxidiert die hochselektive MAO selektiv das S-
Amin zurîck zum Imin, um schließlich das enantiomeren-
reine R-Amin zu bilden (Abbildung 13). Dieser Ansatz bietet
eine elegante Lçsung fîr die Herausforderung, biokatalyti-
sche Prozesse mit der Katalyse durch niedermolekulare
�bergangsmetalle zu kombinieren. Allgemein wird ange-
nommen, dass sich �bergangsmetalle und Enzyme wechsel-
seitig hemmen.[49] Durch Kompartimentierung des metallor-
ganischen Cofaktors innerhalb eines Proteingerîstes wird die
Inaktivierung verhindert. Zudem kçnnen damit beide Reak-
tionen in einer einzigen Phase ablaufen, sodass kein Mehr-
phasensystem bençtigt wird.[50, 51]

Eine anspruchsvolle Aufgabe bei der Entwicklung
kînstlicher Metalloenzyme besteht darin, den Aktivit�tsver-

lust durch den Einbau des Metalls in das aktive Zentrum
eines Proteins zu îberwinden. Im Fall der Imin-Reduktase ist
der freie Metallcofaktor etwa 20 × aktiver als das kînstliche
Metalloenzym in WT-Sav (vgl. kcat = 21 min¢1; Km = 34 mm
mit kcat = 1 min¢1; Km = 5 mm fîr den freien Cofaktor bzw.
[Cp*Ir(Biot-p-L)Cl] �WT-Sav).[52] Ward et al. vermuteten,
dass geladene Reste innerhalb des aktiven Zentrums die
Affinit�t des unpolaren Substrats zu selbigem vermindern.
Zur Lçsung dieses Problems wurden hydrophobe Reste ins
aktive Zentrum eingebaut, um die Polarit�t der Tasche zu
vermindern. Die Einfîhrung von Alaninresten an S112 und
K121 (S112A-K121A) verbesserte die katalytische Effizienz
wesentlich, was sich in einem Anstieg von kcat (24 min¢1) und
einem Abfall von Km (15 mm) widerspiegelte (Abbildung 14).
Insgesamt lassen diese Beobachtungen darauf schließen, dass
eine Ver�nderung des aktiven Zentrums die Aktivit�t des
Metalls verbessern kann, ohne die direkte Metallkoordinati-
on zu beeintr�chtigen.

Die Metallkoordination ist ein weiterer wichtiger Aspekt
bei der Planung aktiver kînstlicher Metalloenzyme. Wird das
Metall anstelle eines Aminosulfonamidliganden durch einen
h6-Aren- oder h5-Cyclopentadienliganden an Biotin gebun-
den, entsteht ein weniger aktiver Metallkomplex zur Trans-
ferhydrierung von Iminen. Ward et al. nahmen an, dass die
Koordination von Histidinresten an den Metallteil die Akti-
vit�t bewahren kçnnte.[53] Nach Einbau von Histidin an S112
(z. B. d.h. S112H) nahm der Umsatz gegenîber dem fîr den
Wildtypkomplex um ein 10-Faches zu, und (S)-Salsolidin (29)
entstand in quantitativer Ausbeute und mit 55% ee. Interes-
santerweise wurde die Enantioselektivit�t bei Einbau des
Histidins an Position K121 (K121H) umgekehrt, sodass (R)-
Salsolidin (29) in quantitativer Ausbeute und mit 79 % ee
gebildet wurde (Abbildung 15). Die Auswertung der Kris-
tallstrukturen beider Varianten belegt, dass das Metall je nach
Position des Histidinrestes sehr unterschiedliche Ausrich-
tungen innerhalb des chiralen, Biotin-bindenden Vestibîls
annimmt, was fîr die entgegengesetzten Enantioselektivit�-
ten verantwortlich sein kçnnte. W�hrend Metalloenzyme
allgemein auf der genetischen Modifizierung der zweiten
Koordinationssph�re beruhen, weist diese Studie darauf hin,
dass die genetische Optimierung der ersten Koordinations-

Abbildung 12. Reduktion von Dehydrosalsolidin (28) zu Salsolidin (29)
mithilfe einer Sav-basierten kínstlichen Imin-Reduktase, entweder mit
gereinigten Proben oder mit Diamid-vorbehandelten Zelllysaten.
N.R.= keine Reaktion.

Abbildung 13. Eine kínstliche Transferhydrogenase in einer Kaskade
mit einer selektiven Monoaminoxidase liefert enantiomerenreine cycli-
sche R-Amine.

Abbildung 14. Die gentechnische Einfíhrung von Resten innerhalb des
Biotin-bindenden Vestibíls ermçglicht eine signifikante Verbesserung
der katalytischen Effizienz einer kínstlichen Imin-Reduktase auf
Grundlage der Biotin-Streptavidin-Technologie. Wiedergabe mit Geneh-
migung der ACS.[52]
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sph�re genutzt werden kann, um Reaktivit�t und Selektivit�t
von kînstlichen Metalloenzymen zu steigern.

Das Konzept der Proteinkoordination fîr verbesserte
Reaktivit�t wurde genutzt, um ein kînstliches Metalloenzym
fîr die RhIII-katalysierte C-H-Aktivierung von Aminen zur
Herstellung von Dihydroisochinolonen zu entwickeln (Ab-
bildung 16).[54] Mit solchen katalytischen Systemen werden

alle drei verfîgbaren Koordinationsstellen des Klavierstuhl-
komplexes fîr den Ablauf der Reaktion bençtigt. Deshalb
sind die Mçglichkeiten fîr einen exogenen Liganden, Ste-
reokontrolle zu gew�hren, begrenzt. Ward, Rovis et al. stell-
ten fest, dass ein biotinylierter {Cp*Rh}-Rest in Gegenwart
von WT-Sav ein enantiomerenangereichertes Produkt, jedoch
in geringer Ausbeute, lieferte. Aufgrund der Tatsache, dass
die elektrophile C-H-Aktivierung eine Base, oft ein Carb-
oxylat, erfordert, um den C-H-Aktivierungsvorgang zu er-
leichtern, wurden Aspartat- und Glutamatreste in die N�he
des Metallzentrums eingefîhrt. Durch den Einbau von As-
paragins�ure (K121D) wurde die Produktivit�t gesteigert.
Die aktivste Variante, N118K-K121E, ergab einen fast 100-
fachen Aktivit�tsanstieg gegenîber WT-Sav. Durch Kombi-
nation mit dem sterisch anspruchsvollen Tyrosin an Position
S112 wurde eine Mutante (S112Y-K121E) gefunden, die eine

hohe Ausbeute und Enantioselektivit�t fîr das gewînschte
Produkt bot. Dies ist das erste Beispiel fîr einen enantiose-
lektiven RhIII-C-H-Aktivierungsprozess sowie fîr den Einbau
einer mechanistisch essenziellen Gruppe in das Proteingerîst
eines kînstlichen Metalloenzyms.

Kînstliche Metalloenzyme kçnnen auch andere Reak-
tionen katalysieren, die man gewçhnlich als streng beschr�nkt
auf die Katalyse mit niedermolekularen Verbindungen ansah.
Dies ist der Fall bei der allylischen Alkylierung von 1,3-
Diphenylallylacetat (35 ; Abbildung 17).[55] Es ist allgemein

bekannt, dass weiche Nukleophile direkt am h3-gebundenen
Allylteil angreifen, anstatt durch Metallkoordination und
nachfolgende reduktive Eliminierung zu reagieren. Ward
et al. beobachteten, dass ein biotinylierter Bis(phosphin)-
Ligand in Kombination mit einem Palladiumkatalysator die
Allylierung in hoher Ausbeute und mit moderater Selektivit�t
bewirkt. Die Mutante S112A lieferte das alkylierte Produkt
37 mit exzellenter Enantioselektivit�t. Eine einzelne Muta-
tion S112Q ergab das entgegengesetzte (R)-37 mit 31 % ee.
Einfîhrung eines enantiomerenreinen (R)-Prolin-Abstand-
halters zwischen den Biotinanker und den Palladiumkom-
plex, kombiniert mit der doppelten Mutante S112G-V47G,
fîhrte zu einer Steigerung der Enantioselektivit�t zugunsten
des R-Enantiomers (bis zu 82% ee (R)).

Streptavidin-basierte kînstliche Metalloenzyme kçnnen
auch als effektive Katalysatoren fîr enantioselektive Suzuki-
Reaktionen unter Bildung von Atropisomeren fungieren
(Abbildung 18). Als Modellreaktion wurde 1-Iodnaphthalin
an 2-Methoxy-1-naphthalinborons�ure gekuppelt. Nach
Sichtung einer kleinen Bibliothek einz�hniger, biotinylierter
Liganden boten elektronenreiche Di-tert-butylphosphine die
beste Ausbeute. Die Prîfung von Einfachmutanten an Posi-
tion S112 und K121 offenbarte moderate Enantioselektivit�-
ten fîr K121E (76% ee (R)). Durch Kombination dieser
Mutation mit Mutationen an Position S112 oder N118 wurde
mit S112Y-K121E eine Mutante erhalten, die eine quantita-
tive Ausbeute mit 90% ee lieferte. Dieser Hybridkatalysator
wirkt bei vielen Aryliodiden effizient und ergibt hohe Aus-
beuten.[56]

Abbildung 15. Die Aktivierung latenter kínstlicher Metalloenzyme
durch Koordination eines Histidinrestes liefert kínstliche Imin-Reduk-
tasen. Die Position des koordinierenden Restes bestimmt die Enantio-
pr�ferenz der Reduktion. Cp*biotin = Me4C5CH2CH2NHBiotin.

Abbildung 17. Eine kínstliche allylische Allylase auf Grundlage der
Biotin-Streptavidin-Technologie.

Abbildung 16. Eine kínstliche Benzannulase aus dem Einbau einer
biotinylierten {Cp*RhIII}-Gruppe in Sav. Der Einbau einer basischen
Gruppe an Position 121 fíhrt zu einer hundertfachen Steigerung der
Geschwindigkeit. MOPS= 3-(N-Morpholino)propansulfons�ure,
�Z =�bergangszustand.
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3.2. Humane Carboanhydrase

Die humane Carboanhydrase katalysiert die reversible
Umwandlung von CO2 zu Bicarbonat.[57] Sulfonamide
hemmen bekanntlich diese Aktivit�t durch Koordination
ihres Stickstoffatoms an das katalytisch aktive Zinkzentrum.
Ward et al. entwickelten eine Familie von Aminopyridin- und
Sulfonamid-Pyridin-Liganden, die kovalent an p-Arylsulfon-
amide gebunden sind, und prîften ihre Wirkung auf die
Transferhydrierung von Iminen. Die besten Ergebnisse
wurden mit dem Sulfonamid-Pyridin-Liganden erhalten;
durch Mutagenese der flankierenden Reste konnte die Aus-
beute oder Enantioselektivit�t nicht verbessert werden
(TTN 55, 32 % ee ; Abbildung 19). Die Rçntgenkristallstruk-
tur der kînstlichen Imin-Reduktase zeigte eine nur teilweise
Besetzung des Klavierstuhlrestes innerhalb der trichterfçr-
migen hCAII-Bindungsstelle. Die Autoren vermuteten, dass
dies durch die flache Potentialenergiehyperfl�che aufgrund
mangelnder stabilisierender Wechselwirkungen zwischen
Klavierstuhl und Wirtprotein verursacht werden kçnnte. Ein
Computer-Screening in Zusammenarbeit mit der Baker-
Gruppe fîhrte zur Identifizierung von acht Mutationen
(L60V-A65T-N67W-E69Y-Q92F-L140M-L197M-C205S), fîr
die eine Verbesserung der Cofaktor···hCAII-Wechselwir-
kungen prognostiziert wurde.[58] Diese Varianten wurden ex-
primiert und auf ihre Affinit�t zum Sulfonamid-tragenden
Cofaktor getestet. Sowohl die Affinit�t als auch die Aktivit�t
und die Selektivit�t konnten gegenîber den Werten fîr die

WT-hCA II gesteigert werden, und es entstand das Produkt
mit 92 % ee (Abbildung 19).

4. Kovalente Verankerung

4.1. LmrR-basierte Metalloenzyme

Roelfes et al. mutmaßten, dass die hydrophobe Pore des
Transkriptionsrepressors aus L. lactis (Lactococcal multidrug
resistance regulator, LmrR) eine effektive Umgebung fîr die
Herstellung kînstlicher Metalloenzyme bieten kçnnte.[59] Sie
w�hlten LmrR, der im dimeren Zustand eine flache, hydro-
phobe Pore bildet, um kînstliche Metallcofaktoren aufzu-
nehmen. Infolge der Einfîhrung eines Cysteinrestes in das
hydrophobe aktive Zentrum wurde ein CuII-Phenanthrolin-
Rest in die hydrophobe Pore biokonjugiert. Zun�chst wurde
der Komplex bei der kupferkatalysierten Diels-Alder-Reak-
tion des Ketons 41 mit Cyclopentadien getestet. Unter opti-
mierten Bedingungen lieferte das Metalloenzym ein Produkt
mit exzellentem Umsatz, hoher endo-Selektivit�t und her-
vorragender Enantioselektivit�t. Nach Mutation des flankie-
renden Valinrestes zu Alanin (V15A) stieg die endo/exo-Se-
lektivit�t bei wenig Verlust hinsichtlich Umsatz oder Enan-
tioselektivit�t an (Abbildung 20). Dieses Gerîst wurde auch

in einer kupferkatalysierten Oxa-Michael-Addition verwen-
det, wobei hier jedoch bei flankierender Mutation kein An-
stieg in Selektivit�t oder Ausbeute erzielt wurde.[60]

Bei diesen ersten Arbeiten nutzten Roelfes et al. die
Biokonjugation des Liganden in das aktive Zentrum, um das
Metallzentrum in der hydrophoben Pore zu lokalisieren. Der

Abbildung 18. Eine kínstliche Suzukiase auf Basis der Biotin-Streptavi-
din-Technologie. Zwei Punktmutationen verbessern die Enantioselekti-
vit�t von 58 auf 90% ee.

Abbildung 19. Kínstliche Imin-Reduktase auf Basis des Sulfonamid-
Carboanhydrase-Paars. Ein Computer-gestítztes Screening fíhrt zur
Identifizierung von entscheidenden Resten und ermçglicht eine deutli-
che Verbesserung der Affinit�t, Aktivit�t und Enantioselektivit�t des Iri-
dium-basierten Hybrids.

Abbildung 20. Mit LmrR als Wirtprotein entwickelten Roelfes et al. ent-
weder ein Phenanthrolin íber Biokonjugation oder ein Bipyridylalanin
mittels AMBER-Cdon-Suppression. Das resultierende kínstlich Metal-
loenzym katalysiert eine Diels-Alder-Cycloaddition und eine asymmetri-
sche Friedel-Crafts-Alkylierung.
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Nachteil dieses Ansatzes ist der zus�tzliche Schritt zur Her-
stellung des Katalysators. Eine Alternative bietet die gen-
technische Herstellung einer nichtnatîrlichen Aminos�ure
mit einer Seitenkette, die das Metallatom binden kann. Mit-
tels AMBER-Codon-Suppression und einer Bipyridylalanin-
Aminos�ure entwickelten Roelfes et al. ein kînstliches Me-
talloenzym, das in der Lage war, die vinyloge Friedel-Crafts-
Reaktion eines Michael-Akzeptors mit Indol in moderater
Ausbeute zu katalysieren.[61] Die Sichtung verschiedener
Mutationen im aktiven Zentrum fîhrte zur Variante M89X-
E107A, die das Produkt mit 66 % ee lieferte. Der Gesamt-
umsatz konnte durch Einfîhrung einer weiteren Mutation,
M89X-N19A-E107A, auf 58% gesteigert werden, allerdings
zu Lasten der Enantioselektivit�t (14% ee).

4.2. Prolyl-Oligopeptidase

�blicherweise befinden sich die Metallcofaktoren kînst-
licher Metalloenzyme nahe der Oberfl�che des gew�hlten
Proteins. Dies kann zwar vorteilhaft fîr eine selektive
Katalyse sein, jedoch kçnnte ein Metall, das st�rker im
aktiven Zentrum eingebettet ist, einen selektiveren
Katalysator ergeben. Unter Verwendung spannungs-
katalysierter Azid-Alkin-Cycloadditionen entwickel-
ten Lewis et al. erstmals kovalent an Proteine gebun-
dene Metallcofaktoren, bei denen l-4-Azidophenyla-
lanin genetisch îber AMBER-Codon-Suppression
eingefîhrt wurde (Abbildung 21a).[62] Die Autoren
fanden heraus, dass durch Mutation der nichtnatîrli-
chen Aminos�uregruppe an Position 477 (Z477) und
Erweiterung des aktiven Zentrums durch den Einbau
von Alanin an vier Positionen (E104, F146, K199 und
D202) ein RhII-Dimer ins aktive Zentrum der Prolyl-
Oligopeptidase von Pyrococcus furiosus eingefîhrt
werden kann.[63] Das resultierende Protein mit fînf
Mutationen konnte die Cyclopropanierung von Styrol
mit Donor-Akzeptor-Diazoestern in moderater Aus-
beute und Enantioselektivit�t bewirken. Wenn Histi-
din im aktiven Zentrum an Position 328 (H328) ein-
gefîgt wurde, vermutlich um die konformative Freiheit
einzuschr�nken und ein Rhodiumzentrum zu blockie-
ren, erhçhte sich die Enantioselektivit�t auf 47% ee
bei moderater Ausbeute. Der Einbau von Phenylala-
ninresten im aktiven Zentrum (F99-F594 oder F99,
F97) optimierte die Reaktion zu 74 % Ausbeute und
92% ee. Zu bemerken ist, dass diese Mutationen auch
das Ausmaß der Diazohydrolyse deutlich senken, und
zwar von 2:1 zugunsten der Hydrolyse mit den vier
Alanin-Mutationen auf ca. 5:1 zugunsten der Cyclo-
propanierung mit der besten Variante.

5. Kínstliche Hydrolasen

Metallohydrolasen sind in der Natur ubiquit�r
vorhanden und haben verschiedene Funktionen im
zellul�ren Stoffwechsel. Es gibt viele Klassen, die
verschiedene Metalle enthalten, um die gewînschten

Umwandlungen zu erreichen. Kim et al. entwickelten eine
neue b-Lactamase aus einer Glyoxalase.[64] Diese Enzyme
unterscheiden sich sowohl im Metallcofaktor als auch in der
Beschaffenheit des aktiven Zentrums. Die Forscher verwen-
deten eine dreistufige Sequenz, um dieses neue Enzym zu
erhalten. Zuerst entfernten sie die fîr die Substraterkennung
in der Glyoxylase II nçtige C-terminale Dom�ne. Nach
diesem Schritt war die Aktivit�t des Enzyms gegenîber dem
natîrlichen Substrat vollkommen unterdrîckt. Der zweite
Schritt war die Einfîhrung von Mutationen, um die Affinit�t
zu Zink zu steigern. Dies wurde durch den Einbau von zwei
Cysteinresten sowie eines Tyrosins und einer Asparagins�ure
zur Stabilisierung der Zinkbindung erreicht. Basierend auf
einem Sequenzabgleich mit anderen Metallo-b-Lactamasen
wurde schließlich eine neue Schleife eingebaut. Im letzten
Schritt wurden mehrere Reste randomisiert, um die Fein-
einstellung fîr ausgew�hlte b-Lactamsubstrate zu ermçgli-
chen. Nach der �berprîfung von 2.1 × 107 Mutanten wurden
13 positive Varianten identifiziert. Die beste Variante hatte
die meisten der Mutationen in der Substratbindungsdom�ne.

Abbildung 21. Entstehungsgeschichte der genetisch optimierten, kínstlichen
Cyclopropanase mit Prolyl-Oligopeptidase aus Pyrococcus furiosus (POP) als
Wirtprotein.

Angewandte
ChemieAufs�tze

7479Angew. Chem. 2016, 128, 7468 – 7482 Ó 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Man kçnnte sich vorstellen, eine komplett neue Protein-
faltung zu entwickeln, um kînstliche Metalloenzyme herzu-
stellen. Dies ist besonders anspruchsvoll, da sich terti�re und
quart�re Proteinstrukturen schwer vorhersagen lassen.
Tezcan und Song haben die Bildung von quart�ren Strukturen
îber Metallkoordination vorhergesagt, best�tigt und genutzt
(Abbildung 22).[65] Im Verlauf dieser Studien wurden Me-

tallbindungen fîr die Herstellung und Aufrechterhaltung der
Quart�rstruktur eingesetzt, w�hrend andere Metallzentren
als Katalysatoren fungierten. In den kînstlichen Faltungen,
die von Zink und cb562 (ein H�m-haltiges Vier-Helix-
Bîndel) generiert wurden, konnte betr�chtliche Aktivit�t
gegenîber p-Nitrophenylacetat und Ampicillin beobachtet
werden, wenn flankierende Lysinreste zu Alanin mutiert
wurden. Mutation von Resten proximal zur katalytisch akti-
ven Zink-Bindungsstelle lieferte eine Mutante mit ausge-
zeichneter Aktivit�t.

Metalloproteine ohne katalytische Funktion kçnnen
mittels gerichteter Evolution zur Katalyse bef�higt werden.
Szostak und Seelig entdeckten, dass ausgehend von einem
Retinoid-X-Rezeptorprotein durch Randomisierung der
beiden Schleifen innerhalb seiner Zinkfingerdom�ne eine
RNA-Ligase-Aktivit�t induziert werden kann.[66] Dazu wurde
eine In-vitro-Selektion auf Basis eines mRNA-Displays
durchgefîhrt. In diesen Studien wurde die kodierende
mRNA kovalent an ihr kodiertes Protein gebunden. Reverse
Transkription mit einem modifizierten Primer bindet das
Substrat an den Protein/mRNA-Katalysator. Bei Behandlung
mit einem kurzen RNA-Fragment und einem biotinylierten
RNA-Fragment kuppeln die Proteine, die zur Katalyse der
Reaktion in der Lage sind, das biotinylierte Fragment an das
Fragment der reversen Transkription. Nach Selektion und
Amplifikation kann der beste Katalysator identifiziert
werden. Nach 17 Runden gerichteter Evolution wurde eine
RNA-Ligase produziert, die einen Katalysator mit mehrfa-
chem Turnover und einer zweimillionenfachen Steigerung
gegenîber dem Startkomplex lieferte. Dieser einzigartige
Ansatz demonstriert das Potenzial, vollkommen neue Reak-
tivit�ten zu erreichen.

Auch Computer-gestîtztes Design wurde genutzt, um die
Enzymfunktion zu �ndern. Baker et al. stîtzten sich auf

Rechnungen, um die Zink-haltige Adenosin-Desaminase aus
M�usen in eine Organophosphat-Hydrolase umzufunktio-
nieren (Abbildung 23).[71] Eine Suche in der Proteindaten-

bank (PDB) nach Proteinen, die Zinkzentren mit einer of-
fenen Koordinationsstelle enthalten, lieferte in Kombination
mit Rosetta-Design, um ein zur Geometrie des Substrats
passendes aktives Zentrum zu formen, zwçlf verschiedene
Ergebnisse. Sechs der zwçlf Konstrukte wurden als lçsliche
Proteine exprimiert, doch nur eines zeigte die gewînschte
Reaktivit�t. Um die Reaktivit�t weiter zu verbessern, wurden
zwçlf Positionen nahe dem aktiven Zentrum mutiert, von
denen fînf durch Computer-gestîtzte Rechnungen ermittelt
wurden. Diese zwçlf S�ttigungsbibliotheken lieferten drei
verbesserte Mutanten. Diese wurden unter Bildung einer
Mutante mit 40-fach erhçhter Aktivit�t gegenîber dem Ur-
sprungskonstrukt kombiniert. Durch eine zus�tzliche Runde
fehlerhafter Polymerasekettenreaktion wurden drei weitere
Mutationen identifiziert. Eine letzte Runde S�ttigungsmuta-
genese lieferte eine gegenîber dem Ursprungsprotein mehr
als 2500-fach verbesserte Variante. Ein Vergleich der Kris-
tallstruktur mit dem berechneten Modell best�tigte die aus-
gezeichnete Vorhersagekraft (einschließlich der Orientierung
der Seitenketten) des Rosetta-Designs.

6. Ausblick

Jîngste Fortschritte der Gruppen von Arnold und Fasan
versprechen eine große Zukunft fîr die Umnutzung beste-
hender Metalloproteinfunktionen, um pr�parativ nîtzliche, in
der Natur bislang unbekannte Reaktionen zu katalysieren.
Ihre H�m-haltigen Enzyme entwickelten eine Funktionsf�-
higkeit in zellul�rer Umgebung; die umfunktionierten
Enzyme kçnnen daher entweder in vivo oder in Gegenwart
von Zelllysaten durchmustert werden. Dies bedeutet einen
großen Vorteil fîr Zwecke der gerichteten Evolution, weil
der Optimierungsprozess auf diese Weise signifikant be-
schleunigt wird. Dasselbe gilt fîr die Zn-haltigen kînstlichen
Hydrolasen, die entwickelt wurden, ohne dass eine aufw�n-
dige Reinigung der Proteinproben notwendig war.[61–63]

Im Gegensatz dazu werden die meisten abiotischen, me-
tallhaltigen Cofaktoren in Gegenwart zellul�rer Extrakte
gehemmt. Dieses Problem beschr�nkt auch den Einsatz von

Abbildung 22. Eine kínstliche Metallohydrolase aus supramolekularer
Anordnung (PDB 4U9D).

Abbildung 23. Eine kínstliche Metallophosphatase nach Computer-ge-
stítztem Design, kombiniert mit gerichteter Evolution.
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�bergangsmetallkatalysatoren fîr chemisch-biologische An-
wendungen.[67] Interessanterweise bleibt die katalytische
Funktion von Dirhodiumtetracarboxylat-Motiven in Zellly-
saten erhalten.[68] Diese Eigenschaft haben Lewis et al. zur
Entwicklung einer kînstlichen Cyclopropanase elegant ge-
nutzt (Abbildung 21). Dies ist ein seltenes Beispiel fîr einen
biokompatiblen Edelmetallkatalysator.[69] Alternativ wurden
chemische Reagentien (Michael-Akzeptoren oder Oxida-
tionsmittel) genutzt, um Inhibitoren zu neutralisieren und
damit das Screening von [Cp*Ir(Biot-p-L)Cl] in Gegenwart
von Zelllysaten zu ermçglichen (Abbildung 12).[12] Affini-
t�tsmarker oder Chromatographie kçnnten fîr die parallele
Aufreinigung von Wirtproteinen eingesetzt werden.[42, 44]

Aus unserer Sicht liegen die interessantesten Perspekti-
ven bei kînstlichen Metalloenzymen wohl auf dem Gebiet
der synthetischen Biologie. Tats�chlich kçnnte die Erg�nzung
der metabolischen Pfade mit der katalytischen Leistung
abiotischer Metallcofaktoren in vivo faszinierende Perspek-
tiven fîr die Synthese von Biokraftstoffen oder Produkten
hoher Wertschçpfung erçffnen. Vor der Realisierung gilt es
allerdings noch folgende Aufgaben zu bew�ltigen: 1) Cofak-
toraufnahme in vivo, 2) effiziente Biokonjugation des Co-
faktors und 3) In-vivo-Kaskadenreaktionen, um kînstliche
Metalloenzyme und natîrliche Enzyme zu verbinden.
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