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Katalytische C-H-Aminierung — jetzt auch ein Fall fur
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Die Natur ist schon immer eine Inspirationsquelle fiir
Wissenschaftler gewesen. Der Aufbau komplexer Naturstoffe
hat immer wieder die Kreativitdt von Synthesechemikern
herausgefordert und zur Entwicklung vielféltiger chemischer
Reaktionen gefiihrt. Erst kiirzlich hat sich die katalytische C-
H-Aminierung als eine leistungsfihige Methode fiir die
Funktionalisierung von Biomolekiilen im Zuge von Total-
synthesen erwiesen."? Eine wichtige Rolle dabei spielte der
Entwurf von Reagentien, die den selektiven Einschub eines
Metallnitrens in eine bestimmte C-H-Bindung ermoglichen.
Bemerkenswerterweise kommt diese Reaktion nicht in der
Natur vor, sondern C-N-Bindungen werden in Biosynthesen
ublicherweise durch die Aminierung von funktionellen
Gruppen gekniipft.

Biomimetische Modelle zur Nachbildung natiirlicher
Enzyme erlangten auch eine groBe Aufmerksamkeit. Ein
charakteristisches Beispiel hierfiir ist Monooxygenase, wel-
che die regioselektive und stereoselektive C-H-Hydroxylie-
rung von Alkanen mit O, iiber Eisen-Oxo-Spezies in Ge-
genwart von NADPH katalysiert.”) Nach dem Vorbild dieser
Metalloenzyme wurden bioinspirierte Katalysatoren™ fiir die
Oxidation von C-H-Bindungen in spéten Synthesestadien
entwickelt."!

Der Grofteil der Forschung konzentriert sich auf eine
Nachahmung der Natur. Umgekehrt wiirde es sich aber auch
lohnen, den Einfallsreichtum der Natur bei von Synthese-
chemikern konzipierten Reaktionen herauszufordern. In
diesem Sinne ist die katalytische C-H-Aminierung eine her-
vorragende Plattform fiir eine nichtnatiirliche enzymatische
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Reaktion insbesondere im Zusammenhang mit der Imple-
mentierung von nachhaltigen Verfahren. Der jiingste Fort-
schritt in der zielgerichteten Entwicklung von Enzymen hat
sich erfolgreich mit dieser Thematik auseinandergesetzt.”
Hier beschreiben wir daher zwei Untersuchungen, die eine
Alternative zur klassischen Bildung von C-N-Bindungen
bieten und den Weg fiir die Anwendung der Biokatalyse bei
der katalytischen C-H-Funktionalisierung bereiten.
Bahnbrechende Untersuchungen der Arbeitsgruppen von
Breslow und Mansuy stellten die Leistungsfihigkeit von Fe*'-
Porphyrinen in der Katalyse des Nitren-Transfers unter Be-
weis.”l Schon bald nach der Verdffentlichung dieser Ergeb-
nisse wurde das erste und — vor den beiden Meldungen, die
hier hervorgehoben werden,— einzige Beispiel einer intra-
molekularen Aminierung mittels eines nativen Cytochrom-
(Cyt)-P450-Katalysators beschrieben. So wurde festgestellt,
dass das Iminoiodan 1 in Gegenwart des Enzyms Fe*'-
CytP450-LM, zum Aminierungsprodukt 2 cyclisiert (Sche-
ma 1).®) Es ist von groBer Wichtigkeit zu erwihnen, dass so-
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Schema 1. Wegweisende Untersuchungen zur porphyrinkatalysierten
C-H-Aminierung.

wohl porphyrinkatalysierte Prozesse als auch eine P450-ver-
mittelte Umwandlung auf Fe*"-Spezies angewiesen waren.
Diese P450-Reaktion war einzigartig, allerdings erwiesen sich
die geringe Wechselzahl (2.2) und schlechte Atomdkonomie
als nachteilig. Weitere Probleme waren die Unloslichkeit von
Iminoiodanen und die Hydrolyse von Eisen-Imido-Komple-
xen, die insbesondere bei intermolekularen Reaktionen in
einem Oxen-Transfer anstelle der Nitren-Addition resultier-
te. Derartige Probleme haben Fortschritte in diesem Bereich
fiir tiber 30 Jahren verhindert.

Vor kurzem haben zwei Arbeitsgruppen iiber Méglich-
keiten berichtet, diese Beschrdnkungen zu umgehen, wobei
sie sich auf eine Modifizierung der Reaktionsbedingungen
konzentrierten. So fiihrte eine Kombination von Aziden mit
modifizierten P450-Enzymen, die ein reduziertes Fe**-Zen-
trum enthalten, zu einer effizienten intramolekularen ben-
zylischen C-H-Aminierung unter anaeroben Bedingun-
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gen.™' Arnold et al. konnten zeigten,””’ dass eine Veriinde-
rung von zwei Aminosiuren, Threonin268 und des axial ko-
ordinierenden Cystein 400, entscheidend fiir den Wechsel der
Reaktivitit ist. Es wird vermutet, dass diese Aminosiduren
eine entscheidende Rolle in der Bildung von Fe¥-Oxo-Spezies
durch die Spaltung der O-O-Bindung spielen, die moglicher-
weise durch ein Molekiil Wasser unterstiitzt wird (Abbil-
dung 1). In Kombination mit 12 anderen Mutationen indu-
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Abbildung 1. Einfluss von T268 und C400 auf die Bildung von Fe'-Oxo-
Spezies.

zieren diese Modifikationen die intramolekulare Aminierung
von Benzolsulfonylazid-Derivaten in 73 % Ausbeute mit ei-
ner Gesamtwechselzahl (TTN) von 140. Dieses Ergebnis
konnte durch Einbau einer T438S-Mutation verbessert wer-
den, sodass die Mutante P4113,,;CIS-T438S in vitro das ge-
wiinschte Produkt mit 73 % ee und einer Gesamtwechselzahl
von 383 (Schema 2a) liefert. Es sollte erwdhnt werden, dass

a) Studie aus Arnolds Gruppe:[°]
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b) Studie aus Fasans Gruppe:[10]
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Schema 2. Katalysierte C-H-Aminierung mit P450-Mutanten. KPi=Kali-
umphosphat.

eine Expression des P411y,,;CIS-T438S-Katalysators in E.
coli eine enantioselektive intramolekulare C-H-Aminierung
in Zellen im 50-mg-Mafstab ermoglicht. So konnte Benzo-
sultam mit 69 % Ausbeute und 87 % ee isoliert werden.

Die Untersuchung von Fasan et al. liefert ein alternatives
enzymatisches Katalysatorsystem fiir die C-H-Aminierung.!"”
Abweichend von den Ergebnissen der Untersuchungen von
Arnold zeigten Fasan etal., dass auch cysteingebundene
P450-Enzyme effiziente Katalysatoren fiir diese Reaktion
sein konnen. Hinsichtlich der C-H-Aminierung wurde
P450;,;-FL#62 als das optimale Enzym identifiziert. Aller-
dings variierte die Wechselzahl in Bezug auf dem Substituti-
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onsmuster am Substrat (Schema 2b). Somit lieferten Sub-
strate mit tertidrer und sekundérer benzylische Position das
gewiinschte aminierte Produkt mit Gesamtwechselzahlen von
47 bzw. 388, wihrend das nichtsubstituierte Substrat mit pri-
mirer benzylischer Position (CH;) mit einer Gesamtwech-
selzahl von lediglich 5 ergab. Sie fanden auch heraus, dass ein
sperriger Substituent am aromatischen Ring die Effizienz der
Reaktion erhoht. Bei diesen Untersuchungen wurde das
entsprechende Sulfonamid oftmals als Nebenprodukt gebil-
det. Mechanistische Untersuchungen zeigten, dass das in der
heterolytischen Spaltung von Sauerstoff involvierte Threo-
nin268 eine analoge Rolle bei der Protonierung von Eisen-
Imido-Spezies unter Bildung von Sulfonamid und Eisen-Oxo-
Spezies spielen konnte. Entsprechend wurde die Hydropho-
bie des aktiven Zentrums erhoht, was die katalytische Akti-
vitdt beim Nitren-Transfer verbesserte. Das mutierte Enzym
P4505,:FL#62 (T268A) zeigte dabei die optimalen Umsatz-
hiufigkeiten und Ausbeuten. Es konnten Enantioselektivi-
téten bis 91 % ee erzielt werden. Schlielich erwies sich dieser
Prozess im priparativen MaBstab als sehr effektiv (30-mg-
MaBstab; 42 % Ausbeute).

Bei beiden Untersuchungen erfordert die C-H-Aminie-
rung ein Reduktionsmittel. Kohlenmonoxid (CO) inhibiert
den Prozess durch Bildung einer stabilen Fe"-CO-Koordina-
tionsverbindung. Diese Experimente sprechen fiir die Betei-
ligung einer Fe-Spezies, die mit dem Azid unter Bildung
eines Fe™-Imido-Intermediats reagieren wiirde. Die C-H-
Aminierung verlduft dann entweder iiber einen radikalischen
Riickprall-Mechanismus oder iiber einen konzertierten Me-
chanismus wie zum Beispiel in iibergangsmetallkatalysierten
Reaktionen. Interessanterweise bestehen diese enzymati-
schen Prozesse einen Vergleich mit der klassischen C-H-
Aminierung. Bei den analogen Rh-,"? Co-"®! und Ir-kata-
lysierten!') Reaktionen sind die Ausbeuten vergleichbar.
Jedoch liegt die Gesamtwechselzahl im Bereich zwischen 30
und 50. Hinsichtlich der Enantioselektivitit liegt der enzy-
matische Prozess allerdings zwischen der iridiumkatalysierten
Reaktion (hochste Effizienz) und der rhodiumkatalysierten
Reaktion (geringste Effizienz).

Zusammenfassend belegen diese beiden Untersuchungen,
dass es moglich ist, C-H-Oxidasen zu konstruieren und diese
in C-H-Aminasen umzuwandeln. Das Konzept der Abstim-
mung der nativen Reaktivitit von Enzymen erlangt zuneh-
mend an Aufmerksamkeit.">"¥) Die hier dargestellten Er-
gebnisse bieten einen Einblick in die genaue Funktion der
entscheidenden Aminoséduren T268 und C400 der Monooxy-
genase, auch wenn sie beziiglich des axialen Liganden C400
etwas widerspriichlich sind. Die Verwendung der Fe"-Enzy-
me konnte auch die geringe Reaktivitit des nativen Fe'-
P450-Enzyms bei katalytischen Nitren-Transfers erklédren.
Dies konnte entweder auf den Oxidationszustand oder auf die
Geometrie des katalytisch aktiven Zentrums zuriickgefiihrt
werden. Daraus ergibt sich die Frage, ob die Chemoselekti-
vitdt der C-H-Funktionalisierung mittels spezifischer Muta-
tionen gesteuert werden kann. Diese Zielsetzung ist gerade
bei metallkatalysierten Reaktionen schwierig zu erreichen.
SchlieBlich stellen diese enzymatischen Methoden eine Aus-
weitung der Biokatalyse auf kiinstliche Prozesse dar, was das
Protein-Engineering und die Entwicklung neuer Reagentien
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und umweltvertréglicher Reaktionen anstof3en sollte. Falls es
gelingt, ihre Praktikabilitdt nachzuweisen und ihren Anwen-
dungsbereich zu verbessern, konnten diese enzymatischen
Methoden in Zukunft die klassischen metallkatalysierten
Prozesse erginzen.
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