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1. Einleitung

Metallionen katalysieren zahlreiche chemische und bio-
logische Reaktionen, wobei die Reaktivit�t nicht nur durch
Variieren des Metallions, sondern auch durch das Vorliegen
der Metallionen in verschiedenen Oxidationszust�nde mo-
duliert werden kann.[1–6] Die erfolgreiche Synthese und An-
wendung neuer Metallkomplexe oder Metalloenzyme kann
einen großen Einfluss auf alle Gebiete der Chemie und Bio-
logie aus.ben, seien es die Materialwissenschaften, die or-
ganische und medizinische Chemie oder die Biochemie und
Zellbiologie. Ein wichtiges Beispiel ist die Entwicklung von
Metallkatalysatoren f.r die Stickstoff-Fixierung, Methan-
Hydroxylierung und CO-Oxidation oder -Insertion (Tabel-
le 1).[7,8] Diese Katalysatoren sind Schl.sselkomponenten f.r
eine Chemieindustrie, die lebensnotwendige Rohchemikalien
wie D.ngemittel im Multimilliarden-Dollar-Maßstab produ-
ziert.

Interessanterweise k9nnen viele der in Tabelle 1 be-
schriebenen Reaktionen sowohl durch chemisch syntheti-
sierte Katalysatoren als auch durch biologische Enzyme ka-
talysiert werden. Eine genauere Betrachtung zeigt, dass die
Katalysatoren ein und dieselbe Reaktion unter unterschied-
lichen Bedingungen vermitteln: Chemische Systeme arbeiten
im Allgemeinen bei hohen Temperaturen und Dr.cken in
organischen L9sungsmitteln, biologische Systeme hingegen
bei Umgebungstemperatur und -druck in Wasser. Außerdem
f.hren Biokatalysatoren h�ufig zu hohen Ums�tzen. Daher
lautet die Frage nicht, ob Katalysatoren f.r milde Reak-
tionsbedingungen und hohe Umsatzzahlen entwickelt werden
k9nnen, sondern wie dies m9glich ist.

Eine fl.chtige Betrachtung der Beispiele in Tabelle 1
kann zu dem Schluss f.hren, dass ein System dem anderen
.berlegen ist, doch beide Systeme haben ihre Vor- und
Nachteile (Tabelle 2). Die chemischen Katalysatoren sind im
Allgemeinen kleiner, leichter und billiger zu synthetisieren
und charakterisieren sowie stabiler unter hohen Temperatu-

ren und Dr.cken. Diese praktischen
Aspekte erschweren den Einsatz von
Enzymen als Katalysatoren in indu-

striellen Synthesen, obwohl Enzyme .ber eine Reihe erstre-
benswerter Eigenschaften verf.gen. Erstens stabilisieren sie
den @bergangszustand, indem sie ein starreres aktives Zen-
trum bilden, und beschleunigen so die Katalyse bei Umge-
bungstemperatur und -druck. Zweitens reagieren sie gezielt
mit nur einer funktionellen Gruppe eines organischen Sub-
strats, sodass Schutzgruppen, die in der Synthesechemie oft
unerl�sslich sind, weitgehend .berfl.ssig werden. Drittens ist
das katalytische Zentrum in Enzymen gesch.tzt, was eine
h9here Katalysatorstabilit�t und somit auch h9here Umsatz-
zahlen zur Folge hat. Viertens erzielen Enzyme eine hohe
Regio-, Stereo- und Enantioselektivit�t. F.nftens kann die
sekund�re Koordinationssph�re einer Metallbindungsstelle
im komplexen Proteinger.st ortsspezifisch (im Unterschied
zu l9sungsmittelinduziert) ver�ndert werden. Je nach der
elektrostatischen Umgebung und der Hydrophobie variieren
beispielsweise die pKS-Werte f.r Glutamins�ure im gleichen
Protein zwischen 4.0 und 8.2.[9] Schließlich sind Enzyme um-
weltvertr�glich, da sie unter physiologischen Bedingungen in
w�ssriger L9sung und mit biokompatiblen und biologisch
abbaubaren Liganden synthetisiert und eingesetzt werden.

Da chemische und biologische Systeme jeweils Vor- und
Nachteile aufweisen, stellt sich die Frage, ob die Vorz.ge
beider Systeme kombiniert werden k9nnen. Mit diesem Ziel
wurden synthetische biomimetische Modellsysteme aus klei-
nen organischen Molek.len f.r viele Metalloproteine entwi-
ckelt und charakterisiert.[10] Dieser Syntheseansatz hat sich
besonders bei der Aufkl�rung der Strukturen und Funktionen
von Metalloproteinen bew�hrt.
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Anorganische Chemie und Biologie k�nnen sehr voneinander pro-
fitieren. Nachdem anorganische Synthese und physikalische Chemie
zu den großen Erfolgen bei der Aufkl%rung der Rolle von Metallionen
in biologischen Systemen beigetragen haben, sollen nun biologische
Systeme bei der Weiterentwicklung der Koordinationschemie helfen.
Ein Beispiel daf+r sind kleine, stabile, leicht herstellbare und gut
charakterisierte Proteinliganden f+r die Synthese neuer anorganischer
Verbindungen. Diese „biosynthetische anorganische Chemie“ wird
erst dank einiger Entwicklungen in der Biologie m�glich. Der Aufsatz
beginnt mit Fortschritten bei der Synthese genauer Modelle von
komplexen Metalloproteinen. Anschließend wird gezeigt, wie das
Konzept f+r anorganische Chemie ebenso wie Biologie neuartige
Verbindungen hervorbringen kann. Im Vordergrund stehen „Synthe-
setricks“, die von biologischen Systemen erlernt wurden, sowie neue
Strukturen.
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Trotz der gewaltigen Fortschritte bei der biomimetischen
Modellierung ist es weiterhin schwierig, einige Eigenschaften
von Metalloproteinen nachzuahmen, etwa die ortsspezifische
Einstellung der sekund�ren Koordinationssph�re sowie ihre
Regio-, Stereo- und Enantioselektivit�t. Modelle, die sowohl
die Struktur als auch die Funktion von Metalloproteinen
wiedergeben, sind selten. Diese Herausforderungen k9nnen,
wie vielleicht alle Aufgaben der anorganischen Syntheseche-
mie, durch Ligandendesign bew�ltigt werden. Wiederholt hat
eine bedachte Wahl der Liganden die Modelle f.r Metallo-
proteine verbessert,[10] insbesondere um Strukturmerkmale
der sekund�ren Koordinationssph�re, wie Wasserstoffbr.-

cken, einzuf.hren.[11, 12] Der Hauptunterschied zwischen syn-
thetischen Modellen und Metalloproteinen besteht darin,
dass in synthetischen Modellen h�ufig nicht wasserl9sliche
organische Liganden eingesetzt werden, w�hrend Metallo-
proteine aus Polypeptiden oder Proteinen bestehen. Poly-
peptide und Proteine sind insofern ungew9hnliche organische
Molek.le, als sie normalerweise in Wasser l9slich sind und
unter milden Bedingungen synthetisiert werden k9nnen.
Durch spezifische Faltung bilden Polypeptide und Proteine
ein starres Netzwerk, das die ortsspezifische Einstellung der
sekund�ren Koordinationssph�re erm9glicht. Es spricht f.r
die Polypeptide und Proteine, dass sie sich im Zuge der
Evolution als Liganden f.r metallhaltige Katalysatoren und
Enzyme durchgesetzt haben.

Warum sollten also die Liganden von biologischen Sys-
temen nicht auch zur Synthese von Modellverbindungen
verwendet werden? Fr.her erschien der Einsatz von Protei-
nen oder ihren Varianten als Liganden undenkbar, da ihre
Herstellung schwierig und kostspielig war. Jedoch verringer-
ten Fortschritte in der Biologie (Klonierung, Proteinexpres-
sion, ortsspezifische Mutagenese und Polymerase-Kettenre-
aktion) den Zeitaufwand bei der Synthese von Proteinen und
der Abwandlung von Aminos�ureresten. W�hrend Kon-
struktion, Expression und Reinigung einer Proteinreihe zuvor
viele Monate oder sogar Jahre in Anspruch nahmen, gen.gen
heute Wochen oder sogar Tage. Dieser Fortschritt ist der
Entwicklung in der Computerindustrie vergleichbar (Abbil-
dung 1). Außerdem sind nun mehrere hundert Milligramm bis
sogar Gramm an reinem Protein erh�ltlich. Durch die Ent-
wicklung der Biotechnologie k9nnen bestimmte chemische
Syntheseschritte bei der Herstellung von pharmazeutischen
Produkten durch Biosynthesen ersetzt werden. Damit wird
die Zahl der Syntheseschritte reduziert, die Ausbeuten
werden gesteigert, und es entstehen weniger chemische Ab-
fallprodukte,[13, 14] sodass der Unterschied in der Effizienz
zwischen den Synthesen kleiner organischer Molek.le und
den Synthesen von Proteinen schwindet. Außerdem erm9g-
lichten Fortschritte in der Biophysik die Routineanalyse von
Metalloproteinen mit verschiedenen spektroskopischen Me-
thoden.[15–17] Durch neue Verfahren der Strukturbiologie mit
hochenergetischer Synchrotronstrahlung (Kristallstruktur-
analyse) und Hochfeldmagneten (NMR-Spektroskopie) ge-
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Tabelle 1: Chemische und biologische Systeme im Vergleich.

Reaktion Chemisches System Biologisches System

Stickstoff-
Fixierung

N2(g) + 3H2(g)!2NH3(g)

(a-Fe-Katalysator, 400–5508C, 102 atm)
N2 + 8H+ + 8e� + 16MgATP!2NH3 + H2 +16MgADP + 16Pi
(Nitrogenase)

Methan-
Hydroxylierung

CH4 + H2O!CO + 3H2

(Ni-Katalysator, 700–9008C, 1–25 bar)
CO + 2H2!CH3OH
(Cu/Zn-Katalysator, 250–2808C, 70–110 bar)

CH4 + O2 + NADH + H+!CH3OH + H2O + NAD+

(Methan-Monooxygenase)

CO-Oxidation CO + H2O!CO2 + H2

(Fe/Cu-Katalysator, >200 8C)
CO + H2O!CO2 + 2H+ + 2e�

(CO-Dehydrogenase)

CO-Insertion CH3OH + CO!CH3COOH
(Rh(I)I2(CO)2]

� , 120 8C, 30 atm)
CH3-[M] + CO + HS-CoA!CH3(CO)-S-CoA + H+ + [M�][a]

(Acetyl-CoA-Synthase)

[a] CH3-[M] ist ein Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein, das in der Reaktion als Methylgruppendonor fungiert; HS-CoA ist Coenzym A.

Tabelle 2: Vorteile chemischer und biologischer Systeme.

Chemie
Katalysatoren/Reaktanten

Biologie
Enzyme/biologische Stoffe

leichte Synthese
leichte Charakterisierung
stabiler
billigere Herstellung

milde Bedingungen
Starrheit/Schutz
ortsspezifische VerFnderung der
sekundFren KoordinationssphFre
Regio- und EnantioselektivitFt
umweltvertrFglich

Ziel :
Erzeugung neuer Strukturen/Funk-
tionen unter Verwendung eines mi-
nimalistischen Ansatzes

Ziel :
Untersuchung der natGrlichen
Proteine und ihrer Varianten
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lingt die schnelle Aufstellung dreidimensionaler Strukturen
von Proteinen. Daher k9nnen mithilfe kleiner, stabiler, leicht
herstellbarer Proteine mit definierten Ger.sten als „Ligan-
den“ neue anorganische Verbindungen synthetisiert und
charakterisiert werden.

Der biosynthetische Ansatz nutzt dieselben Methoden
wie biochemische Untersuchungen nat.rlicher Enzyme und
ihrer Mutanten, die folgenden Beispiele werden jedoch
zeigen, dass sich die beiden Ans�tze deutlich unterscheiden.
Erstens ist die biosynthetische Methode, wie alle biomimeti-
schen Methoden, ein minimalistischer Ansatz: Im Mittel-
punkt steht die Frage, ob die in nat.rlichen Enzymen iden-
tifizierten, notwendigen Strukturmerkmale ausreichend sind,
um die Struktur und Funktion des Enzyms zu .bertragen.
Somit erg�nzen sich die beiden Methoden. Zweitens werden
bei der biosynthetischen Methode stabile, leicht herstellbare
und gut charakterisierte Proteine eingesetzt; erfolgreiche
Modelle eignen sich f.r Untersuchungen der Struktur und
Funktion oft genauso gut wie nat.rliche Enzyme, wenn nicht
sogar besser. Drittens bieten biosynthetische Modelle durch
den Vergleich unterschiedlicher Metallbindungszentren im
selben Proteinger.st zus�tzliche Vorteile. Schließlich f.hrt
die biosynthetische Methode zu neuen Verbindungen, deren
Strukturen und Reaktivit�ten in Biologie und anorganischer
Chemie beispiellos sind.

2. Anwendung der biosynthetischen anorganischen
Chemie f�r biomimetische Modellsysteme

In biomimetischen Modellsystemen sind die Vorteile von
Chemie und Biologie effektiv kombinierbar. Auf diese Weise
k9nnen die minimal erforderlichen Strukturmerkmale zur
Bildung von Metallbindungsstellen mit einer bestimmten
Funktion ermittelt werden. Die Modelle tragen zur Aufkl�-
rung der Struktur-Funktions-Beziehung von Zielproteinen
bei, und gleichzeitig k9nnen sie als neue Verbindungen mit
ungew9hnlichen Strukturen unsere Kenntnisse in der Koor-
dinationschemie erweitern. Die erhaltenen Verbindungen
sind h�ufig kleiner und strukturell besser definiert als die
nat.rlichen Proteine, und sie eignen sich daher gut f.r prak-
tische Anwendungen.

Biosynthetische Modellsysteme mit kleinen, stabilen und
gut charakterisierten Proteinen als Liganden erf.llen den-
selben Zweck. Da sie die gleichen Liganden nutzen wie die
Zielproteine und unter fast identischen physiologischen Be-
dingungen arbeiten, stellen sie oft bessere Modelle f.r prak-
tische Anwendungen dar. Einige Beispiele sollen dies ver-
anschaulichen.

2.1. Anorganische Biosynthese mit dem gleichen Proteinger�st
und schleifenspezifischer Mutagenese

Das CuA-Zentrum ist eine gemischtvalente, zweikernige
Kupfereinheit, deren Kupferionen an je einen Histidinrest
(His181 und His224) koordiniert und durch die Schwefel-
atome von zwei Cysteinresten .berbr.ckt sind (Cys216 und
Cys220, Abbildung 2A, oben).[18–21] Zus�tzlich sind in axialer
Position schwache Liganden wie das Thioether-Schwefelatom
von Methionin (Met227) und die Carbonyl-Sauerstoffatome
von Isoleucin (Ile180), Histidin (His224) und Glutamat
(Glu218) vorhanden (Abbildung 2A, unten). Das in anor-
ganischer Chemie und Biologie einzigartige CuA-Zentrum
wirkt als Elektronentransferzentrum in der Cytochrom-c-
Oxidase (CcO),[22–26] einer terminalen Oxidase der At-

Abbildung 1. Vergleich der Fortschritte in Computerindustrie und Bio-
logie. A) Nach Moores Gesetz verdoppelt sich die Transistoranzahl,
und damit die Rechengeschwindigkeit, binnen 18 Monaten. B) SchFtz-
werte fGr die Geschwindigkeit von Klonierung, Expression und Reini-
gung rekombinanter Proteine (Angabe als Kehrwert der Anzahl von
Tagen, die fGr den Gesamtprozess benItigt werden). Techniken mit re-
kombinanter DNA, die ortsgerichtete Mutagenese (SDM) und die Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) haben den biologischen Prozess deutlich
beschleunigt.

Abbildung 2. Kristallstrukturen: A) Das CuA-Zentrum in Cytochrom-c-
Oxidase aus P. denitrificans und B) ein biosynthetisches CuA-Modell in
Azurin. Die oberen Abbildungen zeigen das CuA-Zentrum mit Cu2S2-
(Cys) in einer Ebene, die unteren Abbildungen zeigen das CuA-Zen-
trum senkrecht zu dieser Ebene.
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mungskette eukaryotischer Mitochondrien und einiger aero-
ber Bakterien, und in der Distickstoffoxid-Reduktase
(N2OR)[27,28] denitrifizierender Bakterien. Zudem war es das
erste biologische System mit einer Metall-Metall-Bindung.[29]

Metall-Metall-Bindungen liegen in vielen anorganischen
Koordinationsverbindungen mit Ionen sp�ter @bergangsme-
talle vor, doch selten sind Metalle der ersten Periode wie
Kupfer beteiligt.[30] W�hrend man gemischtvalente Zweikern-
oder Mehrkern-Kupferkomplexe mit einem vollst�ndig lo-
kalisierten (Klasse I) oder teilweise delokalisierten (Klasse
II) ungepaarten Elektron seit l�ngerem kennt,[31, 32] sind
Kupferkomplexe wie das CuA-Zentrum mit vollst�ndig delo-
kalisierten gemischtvalenten Zust�nden selten (Klasse
III).[33–40] In beiderlei Hinsicht ist die Synthese des CuA-Zen-
trums und die Aufkl�rung seiner Strukturmerkmale f.r die
Funktion von großem Interesse.

Dazu wurde eine Reihe synthetischer Modelle mit orga-
nischen Liganden entwickelt, die zumeist eine gemischva-
lente zweikernige Kupfereinheit und eine Kupfer-Kupfer-
Bindung, aber keine .berbr.ckenden Thiolate enthiel-
ten.[33, 34,38,39,41] Eine Modellverbindung mit .berbr.ckenden
Thiolaten, doch ohne Kupfer-Kupfer-Bindung, ist ebenfalls
bekannt.[36] K.rzlich wurde auch .ber die Synthese einer
zweikernigen Kupfereinheit mit einer Kupfer-Kupfer-Bin-
dung und zwei .berbr.ckenden Stickstoffatomen berichtet.[42]

Zur Herstellung eines genaueren Modells des CuA-Zentrums
wurden stabile, leicht erh�ltliche und gut charakterisierte
blaue Kupferproteine, beispielsweise Amicyanin[43] und
Azurin,[44] als Liganden eingesetzt. Die Strukturen von blauen
Kupferproteinen und CuA enthaltenden Proteinen stimmten
gut .berein,[45] und eine Sequenzanalyse zeigte, dass sich die
einkernigen blauen Kupferproteine und die zweikernigen
CuA-Proteine haupts�chlich in einer einzigen Schleife zwi-
schen zwei b-Str�ngen unterscheiden. Durch den Austausch
der Schleife in blauen Kupferproteinen gegen die entspre-
chende Schleife der CuA-Proteine (Abbildung 3) konnte das
CuA-Zentrum in Amicyanin[43] und Azurin[44] gut nachgeahmt
werden. Einer R9ntgenkristallstrukturanalyse zufolge ist das
CuA-Zentrums im Azurin-Modell fast mit dem nat.rlichen
CuA-Zentrum identisch; auch Struktureigenschaften in der
sekund�ren Koordinationssph�re wie die nichtbindenden
Wechselwirkungen zwischen der Thioether-Gruppe von Me-
thionin und den Carbonyl-Sauerstoffatomen des Peptids
stimmen .berein (Abbildung 2B).[46]

Die Entwicklung eines genauen Modells f.r ein nat.rli-
ches Protein ist nur ein Maß der Wirksamkeit eines solchen
Ansatzes; Erkenntnisse zur Struktur und Funktion des Me-
tallzentrums sind ebenfalls von Bedeutung. Das biosyntheti-
sche CuA-Modell lieferte auch diesbez.glich neue Einblicke.
Beispielsweise wurde durch eine Stopped-flow-Untersuchung
zur Einf.hrung von Kupferionen in das metallfreie CuA-
Azurin eine tetragonale Zwischenstufe nachgewiesen, was die
Bedeutung von Reduktionsmitteln bei der abschließenden
Bildung des CuA-Zentrums verdeutlicht.[47] Die Titration
verschiedener Metallionen im Modellsystem deutet darauf
hin, dass das CuA-Zentrum bevorzugt als MIIM’ I-Zentrum
vorliegt (M, M’: beliebige Metalle in der jeweiligen Oxida-
tionsstufe) – ungeachtet der Reihenfolge der Zugabe der
Metallionen.[48, 49] Mutagenese-Untersuchungen zeigten, dass
die konservierten Cystein-,[50] Histidin-[51,52] und Methionin-
reste[53] eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Struktur und der Feinabstimmung der Funktion spielen.
@berraschenderweise blieb die zweikernige Kupfereinheit
auch weitgehend erhalten, wenn das Histidin gegen Reste
ausgetauscht wurde, die nicht an Kupferionen koordinieren
(z.B. Ala und Gly), wie durch die charakteristische violette
Farbe, die UV/Vis-, MCD-, RR- und ENDOR-Spektren of-
fensichtlich ist.[51,52]

Bis vor kurzem waren nur wenige vollst�ndig delokali-
sierte, gemischtvalente zweikernige Kupferverbindungen der
Klasse III bekannt. Noch seltener ist die reversible Um-
wandlung zwischen verschiedenen Verbindungsklassen mit
delokalisierten [Cu1.5···Cu1.5]- und valenzdefinierten
[CuII···CuI]-Zust�nden. Die Untersuchung des CuA-Zentrums
in Azurin best�tigte einen solchen reversiblen @bergang
zwischen delokalisierten und definierten gemischtvalenten
Zust�nden, der durch eine Pnderung des pH-Werts ausgel9st
wurde.[54] Es ist bekannt, dass das CuA-Zentrum als Elektro-
neneintrittsstelle in der Cytochrom-c-Oxidase wirkt, seine
Rolle beim protonengekoppelten Elektronentransfer wurde
jedoch nicht genau bestimmt. In dieser Arbeit wurde nach-
gewiesen, dass die Protonierung des C-terminalen His-Restes
nicht nur zu einem valenzdefinierten Zustand des CuA-Zen-
trums f.hrt, sondern auch das Reduktionspotential deutlich
erh9ht.[54] Da sich der C-terminale His-Rest in Cytochrom-c-
Oxidasen am Elektronentransferweg von CuA zu H�m a be-
findet und da die Protonierung das Reduktionspotential
steigern und so den Elektronenfluss vom CuA zum H�m a
verhindern kann, spielen das CuA-Zentrum und der Histi-
dinrest eine wichtige Rolle beim protonengekoppelten
Elektronentransfer.[54]

Solche Beobachtungen wurden an nat.rlichen CuA-Zen-
tren, insbesondere l9slichen CcO-Fragmente mit einem CuA-
Zentrum,[18–21] erhalten. Biosynthetische Modelle erm9gli-
chen dar.ber hinaus einzigartige Einblicke, die weder aus
Untersuchungen nat.rlicher Enzyme noch anhand von syn-
thetischen Modellverbindungen leicht gewonnen werden
k9nnen. Beispielsweise gelang durch die biosynthetische
Methode unter Verwendung von Azurin als „Ligand“ und
durch Austausch der Ligandenschleife des blauen Kupfer-
Zentrums gegen diejenige des CuA-Zentrums die Einf.hrung
von zwei Elektronentransfer(ET)-Zentren im selben Pro-
teinger.st. R9ntgenstrukturanalysen ergaben, dass ein Kup-

Abbildung 3. Entwicklung eines biosynthetischen CuA-Modells in
Azurin durch schleifenspezifische Mutagenese.
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feratom im CuA-Zentrum exakt mit dem blauen Kupfer-
Zentrum .berlagert (Abbildung 4A).[46] Daher bot dieses
biosynthetische Modell eine einzigartige M9glichkeit, die
beiden ET-Zentren im selben Proteinger.st zu vergleichen

und damit andere Faktoren, die die Eigenschaften des Pro-
teins beeinflussen, zu minimieren. Beispielsweise zeigen ein-
ander entsprechende Mutationen am konservierten, axial
gebundenen Methioninrest im blauen Kupferprotein
(Met121, Abbildung 4B) und im CuA-Azurin (Met123, Ab-
bildung 4C), dass das Methionin am CuA-Zentrum (< 25 mV)
weit weniger Einfluss auf das Reduktionspotential aus.bt als
am blauen Kupferzentrum (> 170 mV).[53] Andererseits er-
folgt der Elektronentransfer zum CuA-Zentrum, trotz eines
niedrigeren Reduktionspotentials, vom gleichen Donor bei
gleichem Abstand schneller als zum blauen Kupfer-Zen-
trum.[55] Damit wurde direkt nachgewiesen, dass das CuA-
Zentrum ein effizienteres ET-Zentrum ist.

Diese Erkenntnisse helfen, die verschiedenen Rollen der
beiden Kupferzentren zu verstehen. F.r den Elektronen-
transfer von blauen Kupferproteinen zu einer Reihe von
Reaktionspartnern in verschiedenen biologischen Systemen
ist ein viel breiterer Bereich an Reduktionspotentialen er-
forderlich (> 600 mV),[20, 21,56,57] das CuA-Zentrum ist dagegen
Teil der Cytochrom-c-Oxidase, die den Abschluss der At-
mungskette mit sehr kleinen Potentialdifferenzen zwischen
den Redoxpartnern bildet (< 50 mV).[58] In diesem Fall
k9nnten große Potentialabweichungen den Elektronenfluss
in die richtige Richtung verhindern. Die rhombische Cu2S2-
(Cys)-Struktur von CuA bietet einen Ansatzpunkt zur Mini-
mierung von Reduktionspotential�nderungen durch Variati-
on der axialen Liganden. Jedoch muss das CuA-Zentrum trotz
der geringen Triebkraft weiter Elektronen mit einer ange-
messenen Geschwindigkeit auf seine Partner .bertragen.
Daher optimiert es seine Struktur durch Verringerung der
Reorganisationsenergie, um ein effizienteres ET-Zentrum zu
bilden als das blaue Kupferzentrum.

Bei der Entwicklung genauer biosynthetischer Modelle
des beschriebenen CuA-Zentrums wurden Ligandenschleifen
von Templatproteinen gegen diejenigen eines Zielproteins
ausgetauscht, das eine �hnliche Struktur aufweist (schleifen-
spezifische Mutagenese). Eine Pr.fung der Proteinstruktur-
datenbank (PDB) deutet an, dass diese Methode nicht auf

Einzelf�lle beschr�nkt ist, sondern allgemein zur Entwicklung
von biosynthetischen Modellen vieler Metalloproteine ver-
wendet werden kann. Beispielsweise geh9ren Azurin, Ami-
cyanin und CuA-Proteine zu einer Gruppe mit dem gleichen
Ger.st, dem M�ander-b-Fass-Motiv. Es ist das zweith�ufigste
Motiv in der PDB und viele Proteine mit verschiedenen
Strukturen und Funktionen des aktiven Zentrums, beispiels-
weise Immunglobine, Beta-Amylase, Cytochrom-c-Oxidase,
Nitrit-Reduktase und Superoxid-Dismutase, weisen das glei-
che Ger.st auf (Abbildung 5).[59]

In den meisten dieser Proteine befinden sich die aktiven
Zentren innerhalb oder zwischen den Schleifen. Die Natur
hat offenbar ein thermodynamisch stabiles Ger.st hervorge-
bracht, dem sie durch den einfachen Austausch der Schleifen
viele verschiedene Proteinstrukturen und -funktionen .ber-
tr�gt. Auf diese Weise wird die Stabilit�t der Proteinstruktur
weniger stark beeintr�chtigt als durch eine Ver�nderung des
Ger.sts. Dieser „Trick“ ist f.r die biosynthetische anorgani-
sche Chemie von großer Bedeutung.

Ein anderes Beispiel aus der Natur, bei dem das gleiche
Proteinger.st f.r unterschiedliche Funktionen eingesetzt
wird, sind die H�m-Peroxidasen.[60] Alle H�m-Peroxidasen
enthalten ein aktives H�m-Zentrum, in der Mangan-Per-
oxidase (MnP) liegt jedoch zus�tzlich noch eine MnII-Bin-
dungsstelle vor (Abbildung 6A). Die Oxidation von MnII ist
entscheidend f.r die MnP-Funktion (Schema 1) beim biolo-
gischen Abbau von Lignin, dem zweith�ufigsten Biopolymer
(nach Cellulose), sowie beimAbbau pflanzlicher Bestandteile
zu Erd9l.[61] Interessanterweise hat Cytochrom-c-Peroxidase
(CcP) nicht nur die gleiche allgemeine Struktur, sondern auch
eine �hnliche H�m-Bindungsstelle. Die Hauptunterschiede
bestehen darin, dass CcP keine MnII-Bindungsstelle enth�lt
und dass sich Trp anstelle von Phe in der N�he der H�m-
Bindungsstelle befindet (Abbildung 6A,B).[62] Eine genauere
Untersuchung zeigt, dass mehrere Liganden an MnII der MnP
in der CcP nicht vorhanden sind. Zur Umwandlung von CcP,
einem Enzym der Backhefe, in eine MnP mit �hnlicher
Funktion wurden an den entsprechenden Positionen Reste
der CcP gegen Reste der MnP ausgetauscht (Abbildung 6C),
und die so erhaltenen neuen CcP-Varianten wiesen erh9hte
MnP-Funktion auf.[63–65] Dar.ber hinaus zeigte der Austausch

Abbildung 4. Kristallstrukturen: A) Jberlagerung von blauen Kupfer-
Azurin (hellblau) und dem biosynthetischen CuA-Modell in Azurin (vio-
lett). Die Umgebung des Kupferions im blauen Kupferprotein (B) ist
fast identisch mit derjenigen eines Kupferions im violetten CuA-Zen-
trum (C).

Abbildung 5. Das MFander-b-Fass-Motiv kommt in Gber 600 Proteinen
verschiedener Klassen mit unterschiedlichen Funktionen vor. Da sich
die aktiven Zentren meist in der Schleifenregion befinden, sind neue
Metalloproteine durch schleifenspezifische Mutagenese zugFnglich.
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der Trp-Reste von CcP gegen die Phe-Reste von MnP, dass
die Phe-Reste verschiedene Rollen bei der MnP-Funktion
spielen; w�hrend die Mutation Trp191Phe die Verbindung I
(eine Zwischenstufe) stabilisierte, steigerte die Mutation

Trp51Phe die Aktivit�t deutlich, denn sie erh9hte die Re-
aktivit�t der Verbindung II, deren MnII-Oxidation der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt im Reaktionsmechanis-
mus von MnP ist.[66,67]

2.2. Nichtkovalente Einstellung der sekund%ren
Koordinationssph%re durch anorganische Biosynthese

Die nichtkovalente Feineinstellung der sekund�ren Ko-
ordinationssph�re von Metallbindungsstellen ist ein weiterer
„Trick“ biologischer Systeme. Beispielsweise ist Cyto-
chrom P450 eines der effizientesten Enzyme f.r asymmetri-
sche Sauerstofftransfer-Reaktionen wie Sulfoxidierung, Ep-
oxidierung und Hydroxylierung an verschiedenen Substra-
ten.[68] Die prim�re Koordinationssph�re besteht aus einer
H�m-Einheit mit einem Thiolat-Cys als proximalem Ligan-
den (Abbildung 7A). Aufgrund der Bedeutung der H�m-

Thiolat-Ligation wurde der proximale Ligand Histidin im
menschlichen Myoglobin gegen einen Cysteinrest ausge-
tauscht.[69,70] Das Spektrum des resultierenden Proteins im
Ruhezustand �hnelte demjenigen von Cyt P450. Das Prote-
inmodell zeigte außerdem eine erh9hte Aktivit�t bei der
asymmetrischen Sulfoxidierung. Jedoch reichte die His-zu-
Cys-Mutation in Pferdeherz-Myoglobin alleine nicht zur
H�m-Thiolat-Ligation aus.[71] Eine zus�tzliche Mutation des
distalen, nichtkoordinierenden Histidinrests zu einem Valin-
oder Isoleucinrest ergab dagegen ein P450-�hnliches Protein
mit Eisen(III)-Ruhezustand (Abbildung 7B).[71] Dieser
Effekt, den die Autoren als „trans-Effekt“ bezeichneten, si-
muliert die hydrophobere Umgebung des Cyt P450 (Abbil-

Abbildung 6. A) Lhnlichkeiten und Unterschiede zwischen Mangan-
Peroxidase (MnP) und Cytochrom-c-Peroxidase (CcP); B) Vergleich der
HFm-Manganbindungsstelle in MnP und CcP; C) Kristallstrukturen von
MnP (rot) und einer CcP-Variante, die MnP nachahmt (blau).

Schema 1. Katalytische KreislFufe von CcP (oben) und MnP (unten).
Trp = Tryptophan, Por = HFm-Porphyrin.

Abbildung 7. Die wichtigsten Strukturunterschiede von Cyt P450 (A),
Mb (B), CcP (C) und Cyt b562 (D) im Kristall.
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dung 7A) und tr�gt stark zur Bindung des axialen Liganden
und zur Stabilit�t bei.

In �hnlicher Weise f.hrte die Mutation des axialen His-
Liganden zu Cys in der Cytochrom-c-Peroxidase (CcP) zu
einem sehr instabilen Liganden, der schnell zur Cysteins�ure
oxidiert wurde.[72] Dann wurde erkannt, dass ein unpolarer
Rest neben dem Cys in P450-Proteinen konserviert ist, w�h-
rend an entsprechender Stelle in CcP ein Asparagins�urerest
vorliegt (Abbildung 7C). Daher f.hrte eine weitere Mutation
dieses Asp zu Leu zu einem stabilen, f.nffach koordinierten
High-spin-H�m mit Thiolat-Ligation.[73] Hierbei wurden auch
der erste stabile Cyanoeisen(III)-Komplex und der erste Ei-
sen(II)-Zustand eines P450-Modells erhalten.[73,74]

Eine stabile Koordination des Cystein-Thiolats im Ei-
sen(II)-Carbonyl-Derivat eines synthetischen Proteins wurde
ebenfalls durch Mutationen der axialen His- und Met-Li-
ganden zu Cys bzw. Gly im Cytochrom b562 erhalten (Abbil-
dung 7D).[75] Der Austausch von zwei Glutamatresten (Glu4
und Glu8), die von den H�m-Propionat-Gruppen elektro-
statisch abgestoßen wurden, gegen Ser war der Schl.ssel zum
Erfolg. Diese Untersuchungen demonstrierten die Bedeutung
der sekund�ren Koordinationssph�re um die prim�r koordi-
nierten Liganden bei der Stabilisierung des Metall-Ligand-
Bindung.

2.3.Wasser und Wasserstoffbr�cken in der anorganischen
Biosynthese

Der dritte „Trick“ aus neueren Untersuchungen einer
Reihe von Metalloproteinen sind genau festgelegte Wasser-
stoffbr.ckennetzwerke zur Feineinstellung der Funktion und
Spezifit�t von Metalloproteinen. Beispielsweise wurde ge-
zeigt, dass die meisten H�m-Enzyme ein �hnliches H�m-
Peroxo-Intermediat durchlaufen und doch unterschiedliche
Enzymaktivit�ten aufweisen, wie die Monooxygenase
(Cyt P450), H�m-Oxygenase (HO) und Oxidase (CcO). In
den R9ntgenkristallstrukturen von Cyt P450 und HO wurden
Wassermolek.le an den Metallbindungsstellen nachgewiesen
(Schema 2).[76,77] Es wurde gezeigt, dass Zahl und genaue
Positionen der Wassermolek.le f.r die Bildung der Wasser-
stoffbr.ckennetzwerke entscheidend sind, die wiederum die
Reaktivit�t stark beeinflussen k9nnen. W�hrend die Anord-
nung der Netzwerke in CcO nicht genau aufgekl�rt werden
konnte, haben Funktionsstudien eines biosynthetischen Mo-
dells inMyoglobin ihre Bedeutung bei der Feineinstellung der
Reaktivit�t best�tigt.[78] Diese Arbeiten erg�nzen Studien mit
synthetischen Modellen[79,80] durch einen Strukturvergleich
von Myoglobin und H�m-Kupfer-Oxidase. Beide Proteine
enthalten eine H�m-Gruppe, bei CcO ist jedoch zus�tzlich ein
Kupferzentrum in etwa 4.7 Q Abstand vom H�m-Eisenzen-
trum vorhanden (Abbildung 8A). Um ein biosynthetisches
Modell f.r CcO zu erhalten, wurden His-Liganden in die
distale Seite von Pottwal-Mb an entsprechenden Positionen
eingef.hrt (Abbildung 8B).[81]

Spektroskopischen Untersuchungen zufolge ist das Mb-
Modell (CuBMb) der CcO sehr �hnlich. Außerdem machten
Untersuchungen dieses biosynthetischen Modells deutlich,
dass die Gegenwart eines Kupferions das Redoxpotential des

H�m-Eisenions entscheidend beeinflussen[82,83] und das sau-
erstoffbindende Protein Mb in ein sauerstoffaktivierendes
Enzym umwandeln kann.[78, 81] Interessanterweise bildet das
Proteinmodell in Mb Verdoh�m, ein wichtiges Intermediat in
HO, anstelle von Ferryl-H�m wie in CcO.[78] Kontrollexperi-
mente zeigten, dass Proteininstabilit�t oder ver�nderte Kr�fte
an der Bindungsstelle als Ursachen f.r diese Reaktion aus-
geschlossen werden k9nnen, weil der Austausch von CuII oder
CuI gegen nicht redoxaktive Ionen (z.B. ZnII bzw. AgI) die
HO-Reaktion nicht beg.nstigte.[78] Da alle Reaktionen in
Gegenwart von Katalase ausgef.hrt wurden, konnte auch
exogenes Peroxid als Ursache f.r die Bildung von Verdoh�m
ausgeschlossen werden. Die Reaktion von CuBMb mit H2O2

(2e�-reduziertem O2 mit zwei zus�tzlichen Protonen) f.hrte
zu einer Ferryl-Spezies �hnlich der in CcO.Da die HO auch in
Gegenwart von Metallionen in der distalen Seite nach Re-
aktionen von reduziertem H�m mit O2 oder oxidiertem H�m
mit H2O2 zum Verdoh�m f.hren wird, ist das biosynthetische
CuBMb nicht einfach ein HO-Modell. CuBMb nimmt eine
Mittelstellung zwischen HO und CcO ein (Schema 3), wobei
das zus�tzliche Proton entweder die CcO- oder die P450-
Reaktion beg.nstigt, nicht aber die HO-Reaktion. Daher

Schema 2. Vorgeschlagene Rolle der WasserstoffbrGcken in HO und
Cyt P450.[76]

Abbildung 8. Kristallstrukturen: A) Jberlagerung von CcO mit Pottwal-
Myoglobin (dGnne Linien). Mb weist keine CuB-Bindungsstelle auf, da
es ein His, ein Leu und ein Phe anstelle von drei Histidinresten in CcO
enthFlt; B) Jberlagerung von CcO mit einem Computermodell von
CuBMb (Leu28His/Phe43Phe, dGnne Linien).
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bietet ein derartiges biosynthetischesModell eine einzigartige
M9glichkeit, zu ermitteln, welche Eigenschaften die Enzym-
aktivit�t lenken.

3. Biosynthetische anorganische Chemie zur
Herstellung neuartiger anorganischer Komplexe

Die biosynthetische anorganische Chemie hat sich zur
Entwicklung biomimetischer Modelle von komplexen Me-
talloproteinen und zur Entdeckung der Strukturmerkmale f.r
Proteinfunktionen bew�hrt, ihr Hauptvorteil ist jedoch, dass
sie die Vorz.ge der anorganischen Chemie und der Biologie
f.r die Herstellung anorganischer Komplexe mit neuartigen
Strukturen und Funktionen kombiniert.[84]

Nat.rliche Metalloproteine bestehen in der Regel aus 20
Aminos�uren, von denen weniger als die H�lfte als Liganden
an Metallionen binden kann. Dar.ber hinaus enthalten sie
nur wenige Metallionen und metallhaltige prosthetische
Gruppen (z.B. Cobalamine und H�m-Gruppen). Der Einsatz
nichtnat.rlicher Aminos�uren in Metalloproteinen kann die
Zahl m9glicher Liganden drastisch erh9hen, w�hrend die
Einf.hrung anorganischer Verbindungen in Proteine neuar-
tige und komplexe aktive Zentren hinzuf.gt. Daraus ergibt
sich eine neue, betr�chtlich erweiterte Enzymologie, die aus
einem gr9ßeren Reservoir an k.nstlichen Metalloproteinen
f.r verschiedene Reaktionsarten und -geschwindigkeiten
sch9pfen kann.

@berdies bringen diese Bestrebungen anorganische Ver-
bindungen mit neuen Strukturen und Aktivit�ten hervor.
Besonders wichtig ist dabei die Anpassung anorganischer
Katalysatoren f.r asymmetrische Reaktionen und f.r che-
mische Umsetzungen in Wasser. Die Umh.llung dieser an-
organischen Katalysatoren mit Proteinen kann beiden Zwe-
cken dienen, da die nat.rliche chirale Umgebung eines Pro-
teins eine Unterscheidung nach der Chiralit�t unterst.tzt.
Das hydrophobe Innere der Proteine bietet eine g.nstige
Umgebung f.r anorganische Komplexe (die nur in organi-
schen L9sungsmitteln aktiv sind), w�hrend das hydrophile
Pußere die L9slichkeit in Wasser verbessert. Dies kann durch

kleinste Ver�nderungen der Liganden erzielt werden und
wirkt sich daher kaum auf die Reaktivit�t des Katalysators
aus.

3.1. Einf�hrung nichtnat�rlicher Aminos%uren in
Metalloproteine

Eine Feineinstellung der Eigenschaften von Metallopro-
teinen gelingt durch die Einf.hrung nichtnat.rlicher Ami-
nos�uren in Metallbindungsstellen von Proteinen. Beispiels-
weise ersetzen Pyridinliganden in synthetischen Modellen
h�ufig die Histidinreste von Protein-Metallbindungsstel-
len.[10] Zum Austausch der Histidinliganden wurden Pyridin-
liganden in ein neu entwickeltes H�mprotein mit vier a-
Helix-Einheiten eingebaut. Eine Bis-Pyridinyl-Ligation an-
stelle der Bis-His-Ligation senkte die Proteinbindungsaffini-
t�t des Eisen(III)-H�ms um den Faktor 60000 und erh9hte
das H�m-Reduktionspotential um 287 mV.[85] Diese maß-
geblichen Unterschiede sind bei der Verwendung von Pyri-
dinliganden als Modelle f.r Histidinliganden in Metallopro-
teinen zu ber.cksichtigen.

Die wohl vorteilhafteste Anwendung nichtnat.rlicher
Aminos�uren in Metallbindungsstellen von Proteinen besteht
im isostrukturellen Austausch von Liganden oder Resten in
der N�he der sekund�ren Koordinationssph�re, bei dem die
elektronischen Eigenschaften durch Substitution einzelner
Atome und Gruppen ver�ndert werden. Beispielsweise sind
sowohl Cys als auch Met in blauen Kupferproteinen konser-
viert (Abbildung 9). Der Austausch von Cystein gegen Sele-

nocystein in Azurin f.hrte zu deutlichen Ver�nderungen in
den UV/Vis- und EPR-Spektren (Rotverschiebung der
sichtbaren Bande der Ladungs.bertragung um 50 nm bzw.
Verdoppelung der Hyperfeinkopplungskonstante)[86,87] bei
nur geringen Auswirkungen auf das Reduktionspotential des
Kupferzentrums.[86] Andererseits �nderten sich die UV/Vis-
und EPR-Spektren beimAustausch des Methioninrests gegen
Selenomethionin oder Norleucin kaum, die Reduktionspo-
tentiale hingegen drastisch (Anstiege von 25 bzw. 140 mV
gegen.ber dem nat.rlichen Protein).[88]

Nicht nur die Liganden der prim�ren Koordinations-
sph�re, sondern auch Reste in der sekund�ren Koordinati-

Schema 3. WasserstoffbrGcken und Protonen beeinflussen den Reak-
tionsweg der Zwischenverbindung in HFm-Enzymen.[78]

Abbildung 9. Isostruktureller Austausch von Cys und Met gegen nicht-
natGrliche AminosFuren.
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onssph�re wurden durch nichtnat.rliche Aminos�uren er-
setzt. Beispielsweise f.hrte der Austausch der OH-Gruppe in
para-Position eines konservierten Tyr nahe dem Cys-Ligan-
den in einem Rubredoxin gegen H, F, NO2 oder CN zu einem
Anstieg des Reduktionspotentials des Eisen-Schwefel-Zen-
trums, wobei elektronenziehende Gruppen positivere Poten-
tiale ergaben (Abbildung 10A).[89] Außerdem wurde eine
konservierte Wasserstoffbr.cke zwischen den Amidgruppen
der Hauptkette und dem Cystein-Liganden der Fe4S4-Cluster
bestimmter Eisen-Schwefel-Proteine (high potential iron–
sulphur proteins, HiPIPs) beobachtet. Der Ersatz der Amid-
bindungen in der Hauptkette durch Esterbindungen entfernte
die Wasserstoffbr.cken, und das Reduktionspotential des
Eisenzentrums verringerte sich um ca. 100 mV (Abbil-
dung 10B).[90]

Der isostrukturelle Austausch von Liganden ist ein .bli-
ches Verfahren in der anorganischen Synthese. Bei der Ein-
f.hrung nichtnat.rlicher Aminos�uren in Metalloproteine
baut die biosynthetische anorganische Chemie dieses Ver-
fahren aus: Da Proteine ein starres Netzwerk f.r die Me-
tallbindungsstellen bereitstellen, gelingt durch einen iso-
strukturellen Austausch h�ufig die Einf.hrung schwacher
Liganden, die kaum oder gar nicht an Metallionen koordi-
nieren (z.B. durch Austausch von Met gegen Ile), ohne die
.brigen Eigenschaften der Metallbindungsstelle grundlegend
zu beeintr�chtigen. Er erleichtert auch die Untersuchung
nichtkovalenter Wechselwirkungen in der sekund�ren Koor-
dinationssph�re (z.B. durch Austausch einer Peptidbindung
gegen eine Esterbindung[90]). Dieses Verfahren deckt die
Rolle spezifischer Reste genau auf, es bietet sich aber auch
zur Feineinstellung der Eigenschaften anorganischer Koor-
dinationskomplexe an. Beispielsweise k9nnen durch den
Einbau isostruktureller nichtnat.rlicher Aminos�uren an der
Met-Position verschiedene Faktoren unterschieden werden,
die das Reduktionspotential des blauen Kupfer-Azurins

durch diesen axialen Liganden beeinflussen.[88] Dabei zeigte
sich eine lineare Beziehung zwischen dem Reduktionspo-
tential und der Hydrophobie der Seitenkette am axialen Li-
ganden,[88] die bei der Entwicklung �hnlicher Verbindungen
mit vorhersagbaren Reduktionspotentialen hilfreich sein
k9nnte.

3.2. Einf�hrung nichtnat�rlicher Metallcofaktoren in Proteine

Die Einf.hrung nichtnat.rlicher Metallcofaktoren in
Proteine veranschaulicht die Kombination der Vorz.ge von
Biologie und anorganischer Chemie in der biosynthetischen
anorganischen Chemie. Hierzu wurden drei Methoden mit
nichtkovalenten, einfachen kovalenten und zweifachen ko-
valenten Verkn.pfungen eingesetzt.

Zumeist werden nat.rliche Metallcofaktoren oder pros-
thetische Gruppen durch nichtkovalente Wechselwirkungen
wie Wasserstoffbr.cken, elektrostatische und hydrophobe
Wechselwirkungen in Proteine eingebaut. Da Proteine in der
Evolution nicht hinsichtlich der Bindung nichtnat.rlicher
Metallcofaktoren entwickelt wurden, ist die Einf.hrung
dieser Cofaktoren eine schwierige Aufgabe. Der bisher
gr9ßte Erfolg gelang beim Austausch der H�m-Einheit in
Proteinen wie Myoglobin gegen modifizierte Metallopor-
phyrine.[91–99] Da die modifizierten Metalloporphyrine eine
�hnliche Struktur aufweisen wie die nat.rlichen H�m-Grup-
pen, k9nnen dem Protein durch eine Substitution neue Re-
aktivit�ten verliehen werden, ohne dass einschneidende
Struktur�nderungen an der Metallbindungsstelle erforderlich
sind. Beispielsweise f.hrten Modifikationen an den beiden
Propionatgruppen im H�m zu neuen Funktionen wie Protein-
Protein- und Protein-Molek.l-Erkennung sowie Elektro-
nentransfereigenschaften und h9herer chemischer Reaktivi-
t�t (Abbildung 11A),[99] die sich etwa in einer gesteigerten
P450-artigen Sauerstoffaktivierung bei Anlagerung eines
Flavins an eine der Propionatgruppen �ußerte.[102] Zudem
stieg die O2-Bindungsaffinit�t durch den Austausch von H�m
gegen Eisen-Porphycen.[103]

Viele nichtnat.rliche Metallkomplexe zeigen keine
Phnlichkeit mit nat.rlichen Metallcofaktoren, Konjugate
dieser Metallkomplexe mit Biotin k9nnen aber von der star-
ken und spezifischen Bindung zwischen Biotin und dem
Protein Avidin profitieren. Auf diese Weise wurden biotiny-
lierte Dirhodium(I)-Komplexe in Avidin oder das �hnliche
Protein Streptavidin eingef.hrt, um neue Katalysatoren f.r
die asymmetrische Hydrierung mit bis zu 96% Enantiome-
ren.berschuss (ee) zu erhalten (Abbildung 11B).[100,104–111]

Eine weitere M9glichkeit zum Einbau nichtnat.rlicher
Komplexe ist das Design von Metalloproteinen auf der
Grundlage von Kristallstrukturen der Proteine und Metall-
komplexe. Nach einer genauen Untersuchung der Strukturen
von Myoglobin und Metall-Salophen-Komplexen von CrIII

und MnIII ergaben Modifikationen sowohl des Proteins als
auch des Metallkomplexes ein neues Protein, das die asym-
metrische Sulfoxidation vermittelte (Abbildung 11C;
Salophen=N,N’-Bis(salicyliden)-1,2-phenylendiamin-Dian-
ion).[101,112–114] Schließlich erfolgte das vollst�ndige De-novo-
Design eines Proteins mit vier Helices, das dem nat.rlichen

Abbildung 10. NichtnatGrliche AminosFuren bei der Untersuchung der
Rollen des Tyr-Liganden in der sekundFren KoordinationssphFre in
Rubredoxin (A) und des Carbonyl-Sauerstoffatoms der Hauptkette in
HiPIP (B).
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Vorbild �hnelte und selektiv ein Metalloporphyrin band.[115]

Dieses Beispiel markiert den Anfang der computergest.tzten
Entwicklung maßgeschneiderter Metalloproteine mit nicht-
nat.rlichen Metallkomplexen.

Die nichtkovalente Anbindung ist nicht die einzige
M9glichkeit, nat.rliche Metallcofaktoren in Proteine einzu-
bauen. Es kommen auch kovalente Bindungsstrategien zum
Einsatz, bei denen die Bindung entweder an einer Stelle
(Cytochrome c einiger Protozoen-Mitochondrien[116]) oder an

zwei Stellen erfolgt (bei den meisten Cytochromen c[117]).
Auch diese Strategien wurden erfolgreich auf nichtnat.rliche
Metallkomplexe .bertragen.

Beispielsweise f.hrte der Einbau von 1,10-Phenanthrolin-
Kupfer[120] oder Eisen-EDTA[121] in Proteine .ber eine einfa-
che kovalente Bindung zu einer sequenzspezifischen Nuc-
lease. Die kovalente Anbindung eines Kupfer(II)-1,10-Phe-
nanthrolin-Komplexes an einen einzigen Cysteinrest eines
Lipidbindungsproteins der Fettzelle lieferte einen Katalysa-
tor, der die Hydrolysereaktion in Abbildung 12A hoch enan-
tioselektiv vermittelte (bis 86% ee).[118,122] Diese Strategie
wurde auch zur kovalenten Anbindung eines Ferrocen-De-
rivats in Azurin angewendet (Abbildung 12B). Dieses neue
Organometalloprotein verbesserte die L9slichkeit von Fer-
rocen und erh9hte die Stabilit�t des Ferrocenium-Ions in
Wasser.[119] Auch die sekund�re Koordinationssph�re des
Proteins wurde zur Feineinstellung des Reduktionspotentials
von Ferrocen erfolgreich einbezogen.[119]

Obgleich nichtnat.rliche Metallkomplexe durch Ver-
kn.pfung an einer Stelle mit geringsten Strukturmodifika-
tionen an Proteine gebunden werden k9nnen, k9nnte ihre
Beweglichkeit innerhalb des Proteins nicht ausreichend ein-
geschr�nkt sein, um hoch stereo- und enantioselektive Um-
setzungen zu vermitteln. Beispielsweise ergab ein durch ein-
fache kovalente Verkn.pfung im Inneren eines Proteins ge-
bundener Mangan-Salen-Komplex weniger als 10% ee

Abbildung 11. EinfGhrung nichtnatGrlicher metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine durch nichtkovalente Bindung. A) Austausch von HFm in Mb
gegen modifiziertes HFm;[99] B) EinfGhrung von Organometallkomple-
xen mithilfe starker nichtkovalenter Wechselwirkungen zwischen Biotin
und Avidin;[100] C) Autausch von HFm in Mb gegen einen Mangan-
Schiff-Base-Komplex.[113]

Abbildung 12. EinfGhrung nichtnatGrlicher metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine durch einfache kovalente VerknGpfung. A) Computermodell
des Phenanthrolin-Komplexes (ALBP-Phen) eines Lipidbindungspro-
teins aus der Fettzelle;[118] B) Computermodell eines Azurin-Ferrocen-
Organometalloproteins.[119]
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(Salen=N,N’-Bis(salicyliden)ethylendiamin-Dianion).[123]

Wurde der Metallkomplex durch doppelte kovalente Ver-
kn.pfung an eine bestimmte Stelle in Mb gebunden, so stieg
die Enantioselektivit�t auf 51% ee (Abbildung 13).[124] Of-
fensichtlich gen.gt eine solche Enantioselektivit�t noch nicht

den Anforderungen einer Synthese, doch dies ist verst�ndlich,
wenn man bedenkt, dass Myoglobin nicht wie andere H�m-
Enzyme (z.B. Cyt P450) zur asymmetrischen Katalyse wei-
terentwickelt wurde, und dass die Substratbindungsstelle
nicht zur @bertragung von Selektivit�t modifiziert wurde.
Das vorgestellte Prinzip ist nichtsdestotrotz f.r die zuk.nftige
Forschung wegweisend. Beispielsweise sollte eine Kombina-
tion der kovalenten Bindungsstrategien[123,124] mit struktur-
basiertem Design oder mit Methoden der gerichteten Evo-
lution[125,126] zu einer neuen Generation asymmetrischer Ka-
talysatoren mit noch gr9ßerer Effizienz und h9heren Selek-
tivit�ten f.hren.

4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die biosynthetische anorganische Chemie ist eine nat.r-
liche Erweiterung der anorganischen Synthesechemie. An-
stelle von kleinen organischen Molek.len verwendet sie
kleine, stabile, leicht zug�ngliche und gut charakterisierte
Proteine wie Azurin und Myoglobin als Liganden f.r die
Synthese von biomimetischen Modellen oder neuartigen
Verbindungen. Im Hinblick auf die Synthese, Charakterisie-
rung und Eigenschaften haben die chemische wie auch die
biologische Methode ihre Vor- und Nachteile (Tabelle 2).

Synthese. Im Allgemeinen f.hrt eine der Syntheseme-
thoden schneller und mit gr9ßeren Ausbeuten zum Ziel.
Doch die neuesten Entwicklungen der Molekularbiologie
und Enzymologie erm9glichen die routinem�ßige Herstel-
lung von Hunderten Milligramm bis Gramm an Protein im
Labor und sogar noch gr9ßeren Mengen bei industriellen
Verfahren. Durch Reaktionen mit Zellen, die das gew.nschte
Proteinmodell enthalten, kann die nat.rliche Anreicherung

der Gene und Proteinprodukte f.r die Biosynthese und
Biokatalyse genutzt werden. Gegen.ber der Synthese kleiner
Molek.le, bei der die Modifikation eines Liganden be-
tr�chtliche Abweichungen in der Ausbeute und im Kosten-
und Zeitaufwand zur Folge haben kann, hat die Biosynthese
den Vorteil, dass eine �hnliche Modifikation am Proteinli-
ganden diese Parameter kaum beeinflusst. Im Hinblick auf
Zeitaufwand und Ausbeute n�hert sich die Biosynthese somit
der Synthese kleiner Molek.le an. In Einzelf�llen ist die
Herstellung biosynthetischer Modelle sogar einfacher als
diejenige komplexer synthetischer Modelle. Beispielsweise
erfordern synthetische Modelle von H�m-Kupfer-Oxidasen
lange Syntheserouten mit relativ niedrigen Ausbeuten.[79,80]

Die Biosynthesen von H�m-Kupfer-Modellen in Myoglo-
bin[81] oder Cytochrom-c-Peroxidase[127] verlaufen mit �hnli-
chen Ausbeuten und Herstellungszeiten wie die Biosynthesen
anderer Derivate der gleichen Proteine. Ungeachtet der
Komplexit�t der Modifikationen sind etwa 100 mgL�1 der
reinen biosynthetischen Modelle in weniger als einer Woche
erh�ltlich. Dadurch wird die routinem�ßige Herstellung von
Proteinen im Gramm-Maßstab m9glich. Zwar ist die bio-
synthetische Methode in der Industrie bislang auf wenige
Systeme beschr�nkt,[13,14] doch sie hat bereits an Boden gut-
gemacht.

Anwendungen.Die Biosynthese erfolgt oft an der Luft bei
Umgebungstemperatur und -druck, und nicht bei extremen
Temperaturen und Dr.cken oder unter Inertatmosph�ren,
wie sie f.r viele Synthesen kleiner Molek.le notwendig sind.
Daher k9nnte die Biosynthese helfen, Energie und Ger�te-
kosten einzusparen. Außerdem ist sie durch die Verwendung
biologisch abbaubarer Stoffe und Wasser als L9sungsmittel
eine umweltvertr�gliche Methode. Die Produkte von Bio-
synthesen sind jedoch nicht so stabil wie synthetische Ver-
bindungen, wodurch der langfristige industrielle Einsatz bei
hohen Temperaturen oder Dr.cken erschwert wird. Dieses
Problem kann durch die Verwendung von Proteinliganden
aus extremophilen Mikroorganismen (die bei hohen Tempe-
raturen und/oder in Gegenwart organischer Solventien wie
Methanol existieren k9nnen) umgangen werden.

Das Massenverh�ltnis von Produkt und Katalysator wird
h�ufig als Kriterium f.r die Anwendbarkeit von Katalysato-
ren angef.hrt. Dies ist nur dann ein gutes Maß, wenn die
Katalysatoren �hnlich sind und durch �hnliche Methoden
synthetisiert werden. In diesem Fall sind die Synthese von
Katalysatoren mit einer gr9ßeren Masse und deren Entsor-
gung im Allgemeinen teurer, und diesbez.glich w�ren klei-
nere Verbindungen einem chemisch synthetisierten Protein-
liganden mit �hnlicher katalytischer Aktivit�t vorzuziehen.
Biosynthetische Proteinliganden k9nnen jedoch viel billiger
hergestellt werden, als ihr Molekulargewicht vermuten l�sst,
und ihre Entsorgung kostet deutlich weniger als diejenige
eines organischen Liganden, der zwar �hnlich groß, aber
weder umweltvertr�glich noch biologisch abbaubar ist. Tat-
s�chlich sind die Kosten f.r die biosynthetische Herstellung in
rekombinanten Proteinexpressionssystemen und die Entsor-
gung eines kleinen Proteins (z.B. MW= 10000) denen eines
viel gr9ßeren Proteins (z.B. MW= 100000) sehr �hnlich. Bei
der Bewertung verschiedener Katalysatoren sind daher viele
Kriterien zu betrachten,[128] z.B. das Massenverh�ltnis, die

Abbildung 13. EinfGhrung nichtnatGrlicher metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine durch zweifache kovalente VerknGpfung. Ein Computermodell
von Mb(L72C/Y103C) mit einem an zwei Stellen kovalent gebundenen
Mangan(III)-Salen-Komplex ist mit der HFm-Einheit von Myoglobin
Gberlagert.[124]

Biomimetische Synthese
Angewandte
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Zug�nglichkeit und die beschriebenen Kosten des Katalysa-
tors, sein Substratspektrum und gegebenenfalls seine Enan-
tioselektivit�t.

Charakterisierung. Die meisten spektroskopischen Un-
tersuchungsmethoden f.r Metallverbindungen, wie Elektro-
nenspektroskopie (UV/Vis), paramagnetische Elektronenre-
sonanz (EPR), magnetischer Circulardichroismus (MCD),
Resonanz-Raman-Spektroskopie (RR) und R9ntgenabsorp-
tionsspektroskopie (XAS), sind ohne große Unterschiede bei
der Datenerfassung und Interpretation auf synthetische und
biosynthetische Verbindungen anwendbar. Dank neuer Ent-
wicklungen k9nnen nun auch die dreidimensionalen Struk-
turen biosynthetischer Verbindungen durch R9ntgenkristal-
lographie oder NMR-Spektroskopie routinem�ßig aufgekl�rt
werden, doch es ist viel einfacher, hochaufgel9ste Strukturen
von synthetischen Verbindungen zu erhalten. Um dieses
Problem zu umgehen, verwendet man Proteine mit bekann-
ten 3D-Strukturen als Liganden. Dadurch ist es leichter, f.r
Diffraktionsanalysen geeignete Kristalle zu z.chten, und die
3D-Strukturen lassen sich durch Vergleich der Elektronen-
dichteverteilungen schneller ermitteln. Der Einsatz von
Synchrotronstrahlung bei der Aufnahme der Diffraktionsda-
ten verbessert die Aufl9sung zus�tzlich.

Eigenschaften. Proteine bilden durch kovalente Bindun-
gen und nichtkovalente Wechselwirkungen (z.B. Wasser-
stoffbr.cken, elektrostatische und hydrophobe Kr�fte) in der
prim�ren und sekund�ren Koordinationssph�re ein starres
Netzwerk, das die Metall- und Substratbindungstellen stabi-
lisiert. Sie bieten so eine bessere Umgebung zur regio- und
stereoselektiven Bindung und Katalyse, bei der reaktive
funktionelle Gruppen nicht gesch.tzt werden m.ssen. Da sie
aus chiralen nat.rlichen Aminos�uren bestehen, sind Pro-
teine intrinsisch enantioselektiv. Biosynthetische Verbindun-
gen mit Proteinen k9nnen hiervon profitieren. Tats�chlich
zeigte eine Reihe biophysikalischer Untersuchungen deut-
lich, dass die biosynthetischen Modelle, z.B. ein CuA-Zen-
trum in Azurin (Abbildung 2B),[46] so starr sind wie die na-
t.rlichen Templatproteine. Außerdem erhielt man meist
entweder Struktur- oder Funktionsmodelle der nat.rlichen
Zielproteine. Da in biosynthetischen Modellen der gleiche
Ligandentyp wie in Zielproteinen verwendet wird und sie
unter denselben Bedingungen wie die Zielproteine syntheti-
siert und charakterisiert werden, sind sie h�ufig aber sowohl
Struktur- als auch Funktionsmodelle. K.rzlich gelang auch
die Synthese neuer organischer Liganden, die, �hnlich wie
Proteine, ein starres Netzwerk mit Wasserstoffbr.cken in der
sekund�ren Koordinationssph�re aufweisen.[11,12] Syntheti-
sche asymmetrische Katalysatoren haben einen weiteren
Aktivit�ts- und Substratbereich:[129] Der gr9ßere Aktivit�ts-
bereich ergibt sich haupts�chlich aus einer unbegrenzten
Auswahl an Liganden, Metallen und metallhaltigen Cofak-
toren, der breitere Substratbereich kann auf die Vielfalt der
m9glichen Reaktionsbedingungen – niedrige Temperaturen,
hohe Dr.cke und verschiedene organische L9sungsmittel –
zur.ckgef.hrt werden. Biosynthetische Katalysatoren sind
dagegen auf die 20 nat.rlichen Aminos�uren, physiologisch
verf.gbare Metalle oder metallhaltige Cofaktoren, physiolo-
gische Bedingungen und w�ssrige L9sungen festgelegt. Diese
Einschr�nkungen unterstreichen die Bedeutung von Bioka-

talysatoren, und sie empfehlen uns, die Methoden der Natur
zu ihrer Verbesserung zu studieren. Die Einf.hrung nicht-
nat.rlicher Aminos�uren und metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine w�re ein wichtiger Schritt in diese Richtung.

Fortschritte in vielen Bereichen der Biologie und Chemie
erm9glichten die Entwicklung biosynthetisch-anorganischer
Methoden mit vergleichbaren Herstellungszeiten und Aus-
beuten wie anorganische Syntheseverfahren. Oft kann die
biosynthetische anorganische Chemie originalnahe Struktur-
und Funktionsmodelle komplexer Metalloproteine und neue
anorganische Verbindungen hervorbringen. Diese Entwick-
lungen zeigen das Potenzial des biosynthetische Verfahrens,
sch9pfen es jedoch bei weitem nicht aus. Obgleich Methoden
der nichtkovalenten, einfachen und zweifachen kovalenten
Bindung zur Einf.hrung nichtnat.rlicher Metallcofaktoren in
Proteine verf.gbar sind, fehlen noch Anwendungen in
asymmetrischen katalytischen Synthesen chiraler Zwischen-
stufen f.r Feinchemikalien oder pharmazeutische Wirkstoffe.
Im Vergleich zur langj�hrig erforschten asymmetrischen Ka-
talyse mit organischen Molek.len steht die biosynthetische
anorganische Chemie noch am Anfang, und ihre Entfal-
tungsm9glichkeiten zeigen sich nach und nach durch neue
Entwicklungen in der Biologie. Das volle Potenzial der bio-
synthetischen anorganischen Chemie wird erst erkennbar
sein, wenn es gelingt, synthetische und biosynthetische Me-
thoden zu kombinieren.
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