ZUSCHRIFTEN

12: Eine Mischung von 50 mg (5.1 x 10-2 mmol) 10 und 70 mL 10proz.
KOH (in Ethanol/Wasser, 1/1) wurde 4 h unter Riickflu erhitzt. Zur
abgekiihlten Reaktionsmischung wurden 70 mL Wasser und anschlieend
140 mL 3~ HCI gegeben. Nach 12h bei 4°C wurde der entstandene
Niederschlag abfiltriert und sorgfiltig mit Wasser gewaschen. Man erhielt
40 mg (88%) der Hexacarbonsiureform von 10 (R=COOH). Durch
Erhitzen der Sdure in einer Pyrex-Ampulle bei 320°C entstand 12 (15 mg,
56%) in Form farbloser Kristalle. Schmp. 198-223°C; IR (KBr): v=
1700 cm~! (C=0); 'H-NMR (270 MHz, CDCl;): 6 =2.60-2.95 (br., 24H,
CH,), 2.95-3.16 (br., 6H, CH), 6.95-7.15 (br., 12H, Aryl-H); EI-MS
(70 eV): m/z (%): 630 (100) [M]*; C,H-Analyse von C,sH,,0; (630.82): gef.
(ber.): C 85.40 (85.72), H 6.70% (6.66); Rontgenstrukturanalyse siche
Lit.[13].

13:50 mg (5.1 x 1072 mmol) 11 wurden so wie 10 bei der Herstellung von 12
umgesetzt und ergaben in 64 % Gesamtausbeute 21 mg 13. Schmp. 214 -
216°C; IR (KBr): #=1700 (C=0), 1490, 1444 cm!; 'H-NMR (270 MHz,
CDCl,): 6=2.60-3.11 (br., 30H), 7.00 (br.s, 4H, Aryl-H), 7.17 (br.s, 8H,
Aryl-H); EI-MS (70 eV): m/z (%): 630 (100) [M]*; C,H-Analyse von
C;sH,,0;-0.5H,0 (639.83): gef. (ber.): C 84.68 (84.52); H 6.66% (6.57).
1: 50mg (8.0 x102mmol) 13, 5mg p-Toluolsulfonsiure und 31 mg
(0.5 mmol) Ethylenglycol wurden in einer Mischung aus 3 mL Benzol
und 3 mL Nitrobenzol 48 h lang unter Riickflu erhitzt. Man lief8 die
Reaktionsmischung abkiihlen, isolierte den entstandenen Niederschlag
und wusch ihn sorgfiltig mit Hexan. Man erhielt 42 mg 1 (68 % ). Schmp.
345-347°C; IR (KBr): #=1103 cm™! (C—0O); '"H-NMR (270 MHz, CDCL,):
0=1.91-2.56 (m, 18H), 2.83-3.31 (m, 8H), 3.93-4.09 (m, 12H, OCH,),
5.77 (s, 4H, Aryl-H), 6.40-6.62 (m, 8H, Aryl-H); EI-MS (70 eV): m/z (% ):
762 (17) [M]+; C,H-Analyse von Cs;Hs,O¢-H,O (781.00): gef. (ber.): C
78.46 (78.48); H 7.02 % (6.92).
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Neuartige Biokatalysatoren durch chemische
Modifikation bekannter Enzyme: quer-
vernetzte Mikrokristalle der semisynthetischen
Peroxidase Seleno-Subtilisin**

Dietmar Hiring und Peter Schreier*

Professor Helmut Werner zum 65. Geburtstag gewidmet

Obwohl Enzyme als wertvolle Katalysatoren in der chemi-
schen Synthese breite Akzeptanz finden, sind ihre ,natiir-
lichen“ Eigenschaften wie Aktivitit, Selektivitit oder Stabili-
tdt oft unzureichend. Verschiedene Methoden wurden ent-
wickelt, um diese Probleme zu iiberwinden. Durch gentechni-
sche Verfahren kann die Gesamtstabilitdt verbessert wer-
den,! aber neue katalytische Zentren sind damit schwer zu
erreichen. Monoklonale katalytische Antikorper eroffneten
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ZUSCHRIFTEN

schwierig, brauchbare Katalysatoren fiir die asymmetrische
Synthese zu erhalten.”) AuBerdem wurden Anstrengungen
unternommen, synthetische Enzymmimetica zu entwickeln.
Der Durchbruch beziiglich katalytischer Effizienz und Enan-
tioselektivitit steht aber noch aus.?! Die #ltesten Techniken,
um mafgeschneiderte Enzyme herzustellen, sind ,,chemi-
sche* Methoden. Durch gezielte chemische Modifizierung des
katalytisch aktiven Zentrums erhilt man semisynthetische
Enzyme mit vollig veréinderten katalytischen Eigenschaften.P!
Wir berichten hier von einem neuen Typ chemisch verin-
derter semisynthetischer Enzyme fiir die organische Synthese,
wobei modifizierte katalytische Aktivitdt, nachvollziehbare
Substratselektivitdt und auBergewohnliche Stabilitdt in einem
Biokatalysator kombiniert werden.

Die Serin-Protease Subtilisin [3.4.21.62] ist ein gut unter-
suchtes Enzym, von dem mehrere Tonnen pro Jahr fiir
industrielle Anwendungen produziert werden. Umfassende
Substratuntersuchungen, verschiedenste gentechnisch verin-
derte Mutanten und mehrere Kristallstrukturanalysen wur-
den beschrieben. Diese detaillierten Einblicke in die Eigen-
schaften von Subtilisin bieten eine solide Basis fiir die
rationale Vorgehensweise bei chemischen Modifikationen
des Enzyms. Um das Potential dieser Methode zu veran-
schaulichen, wurden sowohl das aktive Zentrum von Subti-
lisin als auch dessen Peptidgeriist durch einfache chemische
Reaktionen modifiziert. Wir synthetisierten quervernetzte
Kristalle der semisynthetischen Peroxidase Seleno-Subtilisin
entsprechend Schema 1. Die ,Batch“-Kristallisation von

HO-Enz-NH, H,N-Enz-OH

l ab

HO-Enz-N Z>">"N-Enz-OH

J :

PhCH,0,S0-Enz-N#>">"N-Enz-0S0,CH,Ph

ld

HSe-Enz-N#>""SN_Enz-SeH

l .
HO,Se-Enz-N "~ N-Enz-SeO,H

Schema 1. Umwandlung von Subtilisin in quervernetzte Mikro-
kristalle von Seleno-Subtilisin (sieche Experimentelles). a) Kri-
stallisation; b) Glutardialdehyd; c¢) PMSF; d) NaHSe; ¢) H,O,.

PMSF = Phenylmethansulfonylfluorid. t/ min

Subtilisin wurde durch langsame Zugabe einer ge-
sattigten Natriumsulfat-Losung zum frisch geféllten
Aceton-Niederschlag erreicht und ergab mikrokri-
stalline Nadeln (typischerweise 100 x 5 x 5 um). Die
Quervernetzung der Kristalle mit Glutardialdehyd
bewirkte, dal das Material sich weder in Wasser noch
in organischen Losungsmitteln loste. Tiichsen und
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Ottesen® haben nachgewiesen, daB wihrend einer Reak-
tionszeit von 45 min drei Lysinreste auf der Oberfliche von
Subtilisin mit den Nachbarmolekiilen im Kristall reagiert
hatten. Kristallstrukturanalysen ergaben dieselbe Tertidr-
struktur fiir quervernetztes Subtilisin und Subtilisin in un-
behandelten Kristallen.[!

Der Serinrest 221 im aktiven Zentrum muflte vor dem
Seleneinbau mit PMSF aktiviert werden, einem typischen
Inhibitor von Serin-Proteasen. Die nucleophile Substitution
des PMSF-subtituierten Serins durch Natriumhydrogensele-
nid erforderte zweitdgiges Erwédrmen auf 45°C. Wihrend der
Synthese konnten wegen der Unloslichkeit des Enzymprapa-
rats keine chromatographischen Reinigungsschritte durchge-
fithrt werden. Daher muB3ten die Enzymkristalle mit wéBriger
Natriumborhydrid-Losung gewaschen werden, um den Uber-
schuf} an niedergeschlagenem Selen in Lésung zu bringen und
zu entfernen. Die Selenolgruppe an Position 221 wurde an-
schlieBend mit Wasserstoffperoxid zur Seleninsduregruppe
oxidiert und lieferte damit die stabile Form der quervernetzten
Kristalle (CLC, ,,cross-linked crystals*) von Seleno-Subtilisin.

Als Folge des Seleneinbaus in die Protease Subtilisin
entstand das semisynthetische Seleno-Subtilisin mit Gluta-
thionperoxidaseaktivitit,l’! das die kinetische Racematspal-
tung verschiedener Hydroperoxide katalysiert (Schema 2).15%
Bisher war die préparative Anwendung von semisyntheti-
schen Enzymen auf den Bereich von 10 pmol beschriankt, und

X X
" gtNg2

Y
PN

X 1Y = NHz/ NHR
—OH/OR  bei Subtilisin

=0O0H/OH bei Seleno-Subtilisin

Schema 2. Vergleich der katalytischen Aktivitdt der Protease Subtilisin
und der semisynthetischen Peroxidase Seleno-Subtilisin. Substrat- und
Stereoselektivitit sind aufgrund identischer Bindungstaschen éhnlich.” 14l

die chemisch modifizierten Enzyme waren nicht wiederver-
wendbar. Im Unterschied dazu ist CLC-Seleno-Subtilisin
unloslich in Wasser und organischen Losungsmitteln und
wird nach der Synthese einfach durch Zentrifugieren oder
Filtrieren zuriickerhalten. In Abbildung 1 sind der hohe
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Abb. 1. Enantioselektive Katalyse und Wiederverwendung von CLC-Seleno-Subtili-
sin (siehe Experimentelles).
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Aktivitdtsgrad und die Selektivitdt wihrend zehn Reaktions-
zyklen zusammengefafit. Die kinetische Racematspaltung
von 2-Hydroxy-1-phenylethylhydroperoxid 1 wurde nach
25-30 min mit durchschnittlich 97 % ee erreicht. Die Reak-
tionen von 1 und 1-Phenylethylhydroperoxid 2 lieen sich in
den 1-mmol-MaBstab iibertragen, ohne daf3 ein Verlust an
Aktivitdt oder Selektivitidt gemessen wurde.

Die aulergewohnlichen Eigenschaften von quervernetzten
Enzymkristallen wurden 1964 von Quiocho und Richards!'®!
entdeckt. Sie sind stabil bei unterschiedlichen pH-Werten,
hohen Temperaturen, gegeniiber proteolytischem Abbau
oder in organischen Losungsmitteln, und die Reaktionskine-
tiken sind mit denen amorpher Enzyme vergleichbar.['"]
Dementsprechend hatte das CLC-Seleno-Subtilisin kineti-
sche Parameter (ki =458 min~!, K,,=17.9mwm fiir 2; Assay
siehel®!) dhnlich denen der amorphen Peroxidase und eine
sehr hohe Stabilitit unter denaturierenden Bedingungen. In
Abbildung 2 werden die Aktivititen von amorphem und
CLC-Seleno-Subtilisin in verschiedenen Reaktionsmedien
verglichen. In allen Versuchen verhinderte die quervernetzte
Kristallstruktur eine schnelle Denaturierung iiber Entfal-
tungsmechanismen.

1204
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Abb. 2. Stabilitdt von amorphem und quervernetztem kristallinem Seleno-
Subtilisin in organischen Losungsmitteln oder bei erhohter Temperatur.
Die Peroxidaseaktivitit wurde photometrisch bei 410 nm gemessen mit
0.2mm Cumolhydroperoxid und 0.2mm TNB in 50 mm Citrat/NaOH-Puffer
(pH 5.5) und 2mM EDTA. Die Werte fiir die spezifische Aktivitidt von
kristallinem (33 mU mg™!) und amorphem (12 mUmg™") Seleno-Subtilisin
wurden jeweils auf 100 % umgerechnet.

Wir fassen zusammen: Die quervernetzten Mikrokristalle
von Seleno-Subtilisin sind ein neuer Typ chemisch veridn-
derter Enzyme. Wir modifizierten zum ersten Mal sowohl das
enzymatische Geriist als auch das aktive Zentrum eines
Enzyms durch chemische Reaktionen. Anders als bei anderen
Methoden der Weiterentwicklung von Enzymen (z.B. Gen-
technologie oder katalytische Antikorper) ist hier nur eine
einfache Ausriistung fiir chemische Synthesen im Gramm-
MafBstab notwendig. Die Quervernetzung von Enzymkristal-
len liefert einen immobilisierten Biokatalysator mit aufler-
gewohnlicher Stabilitit. Die hohe Reinheit (kristallines
Enzym!) zusammen mit der Stabilitét bieten ideale Voraus-
setzungen fiir die weitere chemische Modifizierung des
aktiven Zentrums, wodurch eine neue Katalyseaktivitét
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entsteht. Durch die Verwendung gut untersuchter Enzymge-
riiste konnen Detailkenntnisse der Selektivitdt oder der
Affinitdt der Substrate ausgehend vom Templat auf das
semisynthetische Enzym iibertragen und vorhergesagt wer-
den.™

Experimentelles

Subtilisin Carlsberg (Novo Nordisk, 54 % (w/w) aktives Protein) wurde
durch fraktionierende Acetonfillung vorgereinigt und in 30mM Acetat/
NaOH-Puffer (12% Na,SO, pH 5.5, 16°C) kristallisiert.'! Die Behand-
lung der Subtilisinkristalle mit 1.5% Glutardialdehyd (45 min) in 30mm
KH,PO,/NaOH (13 % Na,SO,, pH 7.5) lieferte quervernetzte Kristalle von
Subtilisin (25% Gesamtausbeute im Gramm-MaBstab).?]

Vor dem Einbau von Selen wurde CLC-Subtilisin mit SmM PMSF 1 h in
50mm PIPES-Puffer (pH 7.0) und 20mm CaCl, inkubiert. Frisch herge-
stelltes Natriumhydrogenselenid!"®l wurde unter Argon zugegeben und die
Reaktionsmischung 45 h bei 45°C gehalten. Der rote Selenniederschlag
wurde durch dreimaliges Waschen mit wiBriger 25mm NaBH,-Losung
entfernt. Die Selenolfunktionen von CLC-Seleno-Subtilisin wurden durch
10mm H,0, (30 min bei 20°C) zur Seleninsdurefunktion oxidiert. Nach
wiederholtem Waschen mit 50 mm Citrat/NaOH-Puffer (pH 5.5), der 20mm
Ca(l, enthielt, wurden die Enzymkristalle im selben Puffer gelagert und
fir weitere Experimente durch Zentrifugieren bei 1000 g isoliert. 1.0 g
CLC-Subtilisin ergaben typischerweise 0.96 g CLC-Seleno-Subtilisin mit
11-15 nmol aktivem Enzym pro Milligramm Kristalle (Messung durch
Titration des aktiven Zentrums mit 2-Nitro-5-sulfanylbenzoesiure
(TNB)™).

Enantioselektive Katalyse und Wiederverwendung von CLC-Seleno-
Subtilisin (siche Abb. 1). In 325 mL 30mwm Citrat/NaOH-Puffer (pH 5.5)
und 2mM EDTA wurden 3.8 pmol CLC-Seleno-Subtilisin mit 0.06 mmol
TNB 15 min vorinkubiert. 0.33 mmol 1 wurden zugegeben und die
Reaktion durch langsame Zugabe von 0.33 mmol TNB gestartet. CLC-
Seleno-Subtilisin wurde durch Zentrifugieren (1500 g) zuriickerhalten. Das
Hydroperoxid wurde mit Diethylether extrahiert und auf einer Kieselgel-
sdule gereinigt. Der ee-Wert von 1 wurde durch HPLC (Daicel-Chiralcel-
OB-H-Sédule) bestimmt. Anders als bei fritheren Studien®°) war bei
Verwendung von CLC-Seleno-Subtilisin die Blindreaktion vernachlassig-
bar. Die kinetische Racematspaltung von 1 oder 2 wurde entsprechend im
praparativen 1-mmol-MaBstab durchgefiihrt und lieferte typischerweise
42 % der enantiomerenangereicherten Hydroperoxide (zur Stereoanalytik
und Enantioselektividt siche Lit.[8, 9]).
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Eine neue Generation von Rutheniumkataly-
satoren fiir die Olefinmetathese**

Thomas Weskamp, Wolfgang C. Schattenmann,
Michael Spiegler und Wolfgang A. Herrmann*

Professor Heinrich Noth zum 70. Geburtstag gewidmet

Ubergangsmetallkatalysierte C-C-Kupplungen stehen so-
wohl in der organischen Synthesechemie als auch in der
Polymerchemie im Brennpunkt des Interesses.'! Zu diesen
C-C-Verkniipfungen gehort die Olefinmetathese, die Reaktio-
nen wie die ring6ffnende Metathesepolymerisation (ROMP),
die acyclische Dienmetathese (ADMET), die Ringschlume-
tathese (RCM) und die Metathese acyclischer Olefine
umfaBt.”! Phosphankomplexe des Rutheniums haben diesem
Gebiet aufgrund ihrer Toleranz gegeniiber einer Vielzahl
funktioneller Gruppen erneuten Aufschwung verliehen.®! Wir
stellen die ersten auf Ruthenium basierenden Beispiele einer
neuartigen Verbindungsklasse vor, die sowohl Alkylidengrup-
pen als auch N-Heterocyclencarbenel**! als Liganden enthal-
ten, und berichten iiber deren Anwendung als Katalysatoren
in der Olefinmetathese.

Der von Grubbs etal. entwickelte Phosphankomplex
[RuCl,(PPh;),(=CHPh) |39 reagiert mit 2.2 Aquivalenten
des entsprechenden Imidazolin-2-ylidens zu den Verbindun-
gen 1-4 (Cy = Cyclohexyl, Naph = 1-Naphthyl), die als luft-
stabile Feststoffe in 80-90 % Ausbeute isoliert werden kon-
nen [Gl. (1a,b)].”! Die angegebenen Komplexe konnen in
ebensolchen Ausbeuten ausgehend von [RuClL(PCys;),-
(=CHPh) ] hergestellt werden, was die hohere Lewis-Basizitit
der N-heterocyclischen Carbene gegeniiber der von Trialkyl-
phosphanen verdeutlicht. (R,R)-3 und (R,R)-4 erweisen sich
wegen ihrer chiralen Imidazolin-2-ylidene als vielverspre-
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chende Erweiterungen der bekannten Rutheniumkatalysato-
ren, die in der Olefinmetathese verwendet werden. Die
Einkristallstrukturanalyse von 5 (Abb. 1)F ergibt, da die

Abb. 1. Platon-Darstellung von 5. Die thermischen Schwingungsellip-
soide entsprechen 50 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit. Wasserstoffatome
sind auBer an C1 der Ubersichtlichkeit wegen nicht gezeichnet. Ausge-
wihlte Bindungslingen [A] und -winkel [*]: Ru-Cll 2.3995(9), Ru-CI2
2.3921(8), Ru-C1 1.821(3), Ru-C11 2.107(3), Ru-C31 2.115(3), Cl1-Ru-CI2
170.32(3), Cl1-Ru-C1 98.37(10), Cl1-Ru-C11 88.26(8), Cl1-Ru-C31
94.76(8), CI2-Ru-C1 91.14(10), CI2-Ru-C11 89.21(8), CI2-Ru-C31
85.14(8), Cl1-Ru-Cl1 94.48(12), C1-Ru-C31 100.92(13), C11-Ru-C31
163.68(11).

Verzerrung der quadratisch-planaren Koordination geringer
ist als die in dem analogen Phosphankomplex [RuCl,-
(PCys),(=CH-p-C,H,C1)].B4 11 Die Ru-C-Bindungslingen
des Alkylidens (1.821(3) A) und der N-heterocyclischen Car-
bene (2.107(3), 2.115(3) A) spiegeln die unterschiedliche
Natur von Metall-,,Carben“-Bindungen wider (Ad ~0.3 A).
Unsere neuartigen Verbindungen weisen ein auf den ersten
Blick unerwartetes Verhalten in Losung auf, was anhand ihrer
'"H- und "C-NMR-spektroskopischen Daten demonstriert
wird (Tabelle 1). Die Alkylideneinheit — iiblicherweise mit
einer Doppelbindung formuliert (o-Donor/m-Acceptor) —
rotiert bei Raumtemperatur frei um die Ru-C-Bindung.
Dagegen stellt man bei den N-heterocyclischen Carbenen
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