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“ ... abiotic chemical reageﬁts ‘;may- perform the same overall processes as
enzymes, without following the detailed pathway by which the enzymes actually
effect them or under conditions in which enzymes do not operate. ... this chemistry
may develop systems realizing processes that enzymes do not perform while

»

displaying comparable high efficiencies and selectivities.

[ Jean-Marie Lehn, Supramolecular Chemistry - Concepts and Perspectives,

VCH, Weinheim, 1995, p. 67.




Mein herzlicher Dank gilt Herrn Prof. Dr. Arnd Vogler, der mich mit dem
faszinierenden Gebiet der Anorganischen Photochemie vertraut machte. Durch
seine uneingeschriankte Unterstiitzung wihrend der letzten Jahre wurde die

vorliegende Arbeit erst ermoglicht.

Bedanken mochte ich mich auch bei Herrn Dr. Horst Kunkely fiir seine bestindige
Hilfsbereitschaft in allen technischen und organisatorischen Fragen, sowie fiir
seinen unerschopflichen Fundus an experimentellen Kniffen und amiisanten

Anekdoten.

Dariiber hinaus gilt mein Dank den von mir betreuten Mitarbeitern Herrn Dr.
Markus Leirer und besonders Herrn Dipl.-Chem. Andreas Strafer fiir ihr
Engagement und ihren unermiidlichen Einsatz im Labor. Allen hier nicht
namentlich genannten Kollegen und Gisten am Arbeitskreis danke ich fiir ein sehr

gutes Arbeitsklima und zahlreiche interessante Diskussionen.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Kin-ya Akiba (Hiroshima) und seinen Mitarbeitern fiir
die Bereitstellung von Substanzproben, Herrn Prof. Dr. Johann W. Buchler
(Darmstadt) fiir viele wertvolle Informationen, sowie Herrn Prof. Dr. Vincenzo
Balzani (Bologna), Frau Dr. Tia Keyes und Herrn Prof. Dr. Johannes Vos (Dublin)

fiir die erfolgreiche Zusammenarbeit.

Den Mitgliedern des schwedischen Konsortiums fiir Artifizielle Photosynthese,
insbesondere Herrn,"P‘rOf. Dr. Bjorn Akermark und Herrn Dr. Licheng Sun
verdanke ich einen angenehmen Aufenthalt in Stockholm, der zu einem intensiven

Austausch von Ideen fiihrte und einige neue Impulse fiir meine Arbeiten lieferte.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen Industrie
und dem TMR Programm der Europdischen Union danke ich fiir die finanzielle

Forderung.

SchlieBlich danke ich ganz besonders meiner Frau Claudia und meinem Sohn
Tobias, die im Verlauf der letzten Monate immer wieder Verstindnis und Geduld

aufbringen muBten und mir stets sehr viel Freude und Abwechslung bereiteten.




Inhaltsverzeichnis

Ll

=0
1l.2
1.1.3

L2

1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.2.4
1.2.5
1.2.6
1.2.7

2.1

l.d
2.1.2
2:1.3

2.2

221
2.2.2
223

2.3
2:3.1
232

2.4
2.4.1
24.2

Seite

VORTIIRT ... rexrssennaonnssasii sk s e s s DT SR SRS RIS ysawsar 1

BTN UHRUIING ... connmonneisdie 5088 ssssisss 3 s s s sosssngoosississs 2

Technische Nutzung von Enzymen und Modellverbindungen ................ 3
Einsatz und Modifizierung natlirlicher ENZYME :..ouoiimmisssmsanssevsssmmsiososns 4
Artifizielle Enzyme auf der Basis von Biopolymeren ...........ccoceeeiiennn 5

Synthetische Verbindungen als biomimetische Katalysatoren ................ 6
Photochemische Enzym-Modelle: ein neues Konzept ..........c..ccooeeene 11
Ansatz und Zielsetzung dieser Arbeit «:commsmsimmsmsmmmsessmmm s 11
Verfahrensbionik und rationales Katalysator-Design ...........ccooeeeeinees 13
Photokatalytische Substratwandlungsreaktionen ............cocoeoveeieniinnnss 14
Steuerung und Regulation: Licht als Informationstrager ....................... 15
Aktivierung: Licht als Energiequelle ... 16
Elektronisch angeregter Zustand und Ubergangszustand ...................... 17
Enzyme und Photozyme im Vergleich ......ccocuvinvenvecvisosensncsensncsnncnen, 19
2 1 L ) 3 2 R S DU ORGSO T 21
Untersuchungen zur artifiziellen Photosynthese ... 21
Lichtabsorption und spektrale SensibiliSi€rung ...........ccceceeeeiniininnnnns 22
Katalyse von Mehrelektronentransfer-Reaktionen .............coceceeeeeienenn 24
Ansitze zur oxidativen Wasserspaltung ..........cccocoeeeeveveueueeieruninieinenns 25

Funktionelle Modellverbindungen von Himoproteinen ................c...... 30
Metalloporphyrin n-Kationradikal Zwischenstufen ..., 31
Cytochrom P450 MONO-0Xygenasen ........cccoevuemeieiieniniiinniiniiinianeieeen. 33
Myeloperoxidase und HaloperoxXidasen ...........cccoeecveviniiiiininnnninn 35
Lichtinduzierte Metalloradikal-Enzym Reaktivitdt .........c.ccooeviiieiiennns, 36
H-Abstraktion durch Oxometallate und Oxylradikale ....................co.... 37
Modellsysteme fiir Coenzym Bj,-abhingige Reaktionen ..................... 39
Photokatalytische Umwandlung von Nucleinsduren ... 41

Sequenzspezifische DNA-OXIdatiON ........cccveninenieniininiiiiniiis 41

Photonucleasen als kiinstliche Restriktionsenzyme ............cccocevveennene 43



3 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK .uusimmsmasnsusvnmvsvis 46

4 LEPERATUR ..vvonermnesmesmmsansumnsensssmsumsspnmentesmnnbsanssnssbssiosisssuinis ssabisnismesi 50

ANHANG A:
Switchable Photoreduction Pathways of Antimony(V)Tetraphenyl-
porphyrin. A Potential Multielectron Transfer Photosensitizer,
Giinther Knor*, Arnd Vogler, Sergio Roffia, Francesco Paolucci,

Vincenzo Balzani,
Chewm. Conirigi, 1996, 1643-1644-,....0.000m0mnsmmsmnsmmnionssssssssess 68

ANHANG B:
Synthesis and  Solution ~Spectral Properties of Antimony(Ill)
Phthalocyanine and Dihydroxy Antimony(V) Phthalocyanine Complexes,
Giinther Knor
Inorg. Chem. 1996, 35, 7916-7918 ............ R Il Al de e 78

ANHANG C: 7
Reductive Fluorescence Quenching of the Photoexcited Dihydroxy
Antimony(V) Tetraphenylporhyrin Cation in Acetonitrile Solution,
Giinther Knor
Cheni. Phys. Lett., 2000, 330, 383-388 umusimsommsmsamunseorpmsmmesss o1

ANHANG D:
Photocatalyiib Reactions of Porphyrin-based Multielectron Transfer
Sensitizers, |
Gtinther Knor
Coord. Chem. Rev.1998, 171, 61-T0 .....courveuererenreeeerereneiseniinnennenns 107

ANHANG E:
Evidence for the Photochemical Formation of a High-valent 2Aj,
Antimony Porphyrin m-Radical Cation,
Giinther Knor
Inorg. Chem. Commun.; 2000, 3, 505-507 ......ccccccvvvmnncssnisacsssnmsisasaasnns 126




ANHANG F:
Spontaneous Nucleophilic Addition of Hydroxide Ions to the meso-

Position of High-valent Antimony-oxo Porphyrin Complexes,
Giinther Knor

T Inore. Biocheml T PYESS eeessmrsssss s sy s s st gaioms 135

ANHANG G:

Molecular Design of Cationic Sensitizers Carrying Redoxactive
Intercalator Substituents: Towards Recognition and Photocatalytic
Cleavage of DNA,

Giinther Knor

J. Inf. Revording, In press swssswapsosnnemmamsmgswsysossveses 144

ANHANG H:
Intramolecular Charge Transfer Excitation of meso-Tetrakis(I1-Pyrenyl)
Porphyrinato Gold(IIl) Acetate. Photosensitized Oxidation of Guanine,
Giinther Knor

Manuscript submitted Jor publieQBION v sssmnstamasinersssnvemin 155

ANHANG I:
Bionic Catalyst Design: A Photochemical Approach to Artificial Enzyme

Function,

Glinther Knor
Marnuseript Sibmitted for publicalion. « uwscsovnssosasmammmsmsoses 168




Vorwort 1

Vorwort

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit besteht aus den im Anhang abgedruckten
Veroffentlichungen. Die Publikationen in Anhang A bis E sind bereits erschienen,
die Manuskripte in Anhang'F und G befinden sich derzeit im Druck. Die in den
Abschnitten H und I wiedergegebenen Manuskripte wurden in der vorliegenden

Form zur Veroffentlichung eingereicht.

Den wissenschaftlichen Publikationen vorangestellt sind ein in das Themengebiet
einfilhrendes Kapitel, sowie ein Hauptteil mit Anwendungsbeispielen der neu
entwickelten Konzepte. In diesen Abschnitten werden grundlegende Aspekte,
Zusammenhinge und Zielsetzungen der durchgefiihrten Forschungsarbeiten
dargelegt. Dieser erste Teil der Habilitationsschrift wird mit einer

Zusammenfassung abgeschlossen.

Es wird darauf hingewiesen, daB die in der Einfiilhrung und im Hauptteil
angegebene Literatur auf Ubersichtsartikel und ausgewdhlte Originalarbeiten
beschrinkt ist. Weitere Literaturzitate, ausfiihrliches Datenmaterial und

experimentelle Details befinden sich im Anhang.
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1 Einfuhrung

Ohne Enzyme, die Katalysatoren der Natur, wiare Leben nicht moglich. Dabei ist
es umso erstaunlicher, daB praktisch alle Stoffumsdtze in biochemischen
Reaktionen von insgesamt nur wenigen tausend nativen Enzymen bewerkstelligt
werden [1], die sich im Verlauf der Evolution auf unserem Planeten entwickelt
haben.

Wihrend vor einigen Monaten iiber die nahezu vollstindige Sequenzierung des
menschlichen Genoms berichtet wurde [2] und die entsprechenden Gen-
Datenbanken nun etwa 10 Millionen Eintrige aufweisen, deren Bedeutung noch
weitestgehend ungeklirt ist, nehmen unsere Erkenntnisse auf dem Gebiet der
Biokatalysatoren bereits jetzt sehr konkrete Formen an. So werden derzeit etwa 5
neue Polypeptidstrukturen tdglich in einer zentralen Proteindatenbank registriert
und fiir alle Wissenschaftler zuganglich gemacht [3]. Erste Ansdtze zur
Klassifizierung dieser Daten lassen vermuten, daf} ein relativ begrenztes Arsenal
von Proteinfamilien mit immer wiederkehrenden strukturellen Grundtypen des
Peptidgeriistes fiir die Erreichung der enormen Vielfalt und Komplexitit

biologischer Systeme gentiigt [4].

Strukturinformationen: sind  der Scﬁlﬁssel zum Verstindnis der Wirkungs-
mechanismen. von Biokatalysatoren auf molekularer Ebene. Enzyme besitzen in
der Regel eine in die Oberfliche eingesenkte Substratbindungstasche, in der sie
ihre Reaktionspartner wihrénd der Umwandlung verankern [5-8]. Dabei spielen
im Verlauf der katalytischen Zyklen neben der rdaumlichen Fixierung und
partiellen Desolvatation des Substrats hdufig auch Konformationsénderungen des
Peptidgeriists eine entscheidende Rolle, die zur Annédherung bestimmter
Molekiilbereiche fiihren und dadurch zur Beschleunigung der chemischen
Umsetzungen beitragen. In zahlreichen enzymatischen Reaktionen sind
intermediire Proteinradikale an den Substratwandlungsprozessen beteiligt [9].

Dariiber hinaus enthalten etwa die Hilfte aller bekannten Enzyme in ihrem aktiven
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Zentrum ein oder mehrere katalytisch wirksame Metallionen gebunden. Auch hier
beschrinkt sich die Natur evolutionsbedingt auf wenige ausgewihlte Elemente des
Periodensystems. Im Wesentlichen sind Koordinationsverbindungen der Metalle
Vanadium, Chrom, Mangan, Eisen, Cobalt, Nickel, Kupfer, Zink, Molybdén und
Wolfram direkt an biokatalytischen Prozessen beteiligt. In den letzten Jahrzehnten
wurden sowohl die Funktion, als auch die detaillierten Reaktionsmechanismen

dieser Metallzentren intensiv durch die bioanorganische Chemie erforscht [10-14].

Es stellt sich nun die Frage, auf welche Weise diese Erkenntnisse technisch
verwertet und zur gezielten Entwicklung von neuen Katalysatoren genutzt werden
konnen. Dabei ist neben der ErschlieBung der von der Natur vorgegebenen
Anwendungsbereiche ldngerfristig vor allem auch der Ersatz bisher nicht
katalytisch gefiihrter industrieller Prozesse durch neuartige, umweltschonende
Produktionsverfahren anzustreben [15-19]. Die wichtigsten bisher verfolgten
Strategien zum Einsatz von Biokatalysatoren und artifiziellen Enzymen in der
synthetisch orientierten Chemie und der Biotechnologie werden in den folgenden

Abschnitten kurz vorgestellt.

1.1 Technische Nutzung von Enzymen und Modellverbindungen

Biokatalytische Umsetzungen bieten eine attraktive Alternative zu konventionellen
chemischen Methoden. So verlaufen diese Prozesse in der Regel sehr effizient und
unter sehr milden Bed‘ingungen. Sie sind im Vergleich zu den meisten chemischen
Verfahren weniger -risikob'elastet, energieverbrauchend und umweltgefdhrdend.
Zudem reagieren Enzyme hiufig duBerst regio-, chemo- und enantioselektiv und
ermdglichen mit ihren Transformationen einen direkten Zugang zu spezifisch
funktionalisierten, enantiomerenreinen Verbindungen. Aus diesen Griinden wird
der gezielten Nutzung von enzymatischen Katalyseprinzipien fiir die chemische
Umwandlung von Substraten bereits jetzt ein sehr groBes Anwendungspotential

zugeschrieben [20].
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1.1.1 Einsatz und Modifizierung natlrlicher Enzyme

Zahlreiche biokatalytische Substratwandlungsreaktionen kénnen auch auBerhalb
von lebenden Organismen in organischen Losungsmitteln durchgefiihrt werden,
wenn diese geringe Spuren von Wasser enthalten [21]. Es liegt daher nahe, die fiir
eine bestimmte Reaktion geeigneten Enzyme zu isolieren und direkt fiir

synthetische Zwecke oder andere industrielle Verfahren einzusetzen [22-28].

Um die Vielseitigkeit solcher biologischer Zugangswege weiter auszubauen,
entstand in den letzten Jahren die ,nichtwissrige Enzymologie®, welche
inzwischen ein wichtiger Bereich der Forschung und biotechnologischen
Entwicklung ist [29]. Allerdings kann sich die Selektivitit eines Biokatalysators
von der in Wasser deutlich unterscheiden und sogar umkehren, wenn organische
Losungsmittel verwendet werden [29,30]. Dariiber hinaus unterliegt der Einsatz
von nativen Enzymen unter technisch relevanten Bedingungen einigen weiteren
wichtigen ‘Einschréinkuﬁgen. So miissen im allgemeinen sehr enge Temperatur-
und pH-Bereiche eingehalten werden, damit eine optimale Funktion der
Biokatalysatoren gewihrleistet bleibt und eine Denaturierung des Polypeptid-

geriists verhindert wird.

Zur Erweiterung der praktischen Anwendungsbereiche von Enzymen werden seit
einigen Jahren groBe Anstrengungen unternommen, um durch systematische Suche
nach geeigneten in der Natur vorkommenden Biokatalysatoren (discovery,
screening) und mittels ortsspezifischer oder zufilliger Mutagenese (directed
evolution) neue Enzymvarianten mit mafBgeschneiderten Eigenschaften wie
beispielsweise verbesserter Hitzestabilitdt oder gesteigerter stereochemischer
Selektivitit aufzufinden [31-35]. Alle diese Verfahren sind jedoch letztlich auf das
relativ kleine Spektrum bereits existierender Enzyme angewiesen, so dall es fiir
biologisch unbedeutende, aber anderweitig interessante Reaktionen oft keine
passenden Enzyme gibt. Daher wird inzwischen auch in zunehmendem Malie
versucht, synthetische Katalysatoren mit den Eigenschaften von Enzymen

(artifizielle Enzyme) im Labor zu konstruieren.
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1.1.2 Artifizielle Enzyme auf der Basis von Biopolymeren

Aufgaben wie Erkennung, Bindung, Aktivierung und katalytische chemische
Umwandlung von Molekiilen, sowie die Steuerung dieser Prozesse durch zelluldre
Kontrollmechanismen, werden in der Natur durch grofie, kompakt gefaltete
Makromolekiile erreicht [36]. Als Enzyme wirken dabei in der Regel fast
ausschlieBlich Proteine. Daneben weisen in einigen speziellen Féllen auch
Nucleinsiure-Polymere wie RNA [37,38] und DNA katalytische Fdhigkeiten auf

(Ribozyme, Deoxyribozyme).

Mit Hilfe moderner molekularbiologischer Techniken konnen inzwischen auch
artifizielle Biomakromolekiile realisiert werden (protein-engineering, de novo
design [39,40]). Durch Fusion verschiedener in der Natur vorkommender
Bestandteile lassen sich beispielsweise neue Enzymvarianten mit verdnderter
Funktion konstruieren [41]. Dariiber hinaus wird versucht, kiinstliche Proteine mit
definierten- Bindungsstéllen fiir Substrate, Metallzentren und Coenzyme zu
synthetisieren und dadurch neue Katalysatoren zu erhalten. Sehr grofle
Schwierigkeiten bereitet in diesem Zusammenhang jedoch noch die korrekte
Vorhersage und Steuerung der dreidimensionalen Faltung von synthetischen
Polypeptidketten, welche fiir eine gezielte Beeinflussung der gewiinschten

katalytischen Aktivitdt unentbehrlich ist.

In einem vollig anderen, ebenfalls auf der Variation von Polymerstrukturen
basierenden Ansatz versucht man daher seit einigen Jahren, die ungeheuere
Vielfalt moglicher spezifischer Bindungsstellen von Antikorper-Molekiilen zu
nutzen und diese so zu konstruieren, daB sie #hnlich wie Biokatalysatoren
funktionieren (katalytische Antikorper, abzymes [42-46]). Auch die Moglichkeiten
zur praktischen Nutzung von genetisch verdnderten DNA- und RNA-Enzymen
werden inzwischen intensiv erforscht [47]. Im Gegensatz zu artifiziellen Enzymen
auf Proteinbasis ist die Anwendung von maRgeschneiderten Ribozymen und

Deoxyribozymen allerdings auf die Transformation von Nucleinsdure-Substraten

beschrinkt.
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1.1.3 Synthetische Verbindungen als biomimetische Katalysatoren

Der Begriff der Biomimetik [48] leitet sich von der griechischen Bezeichnung fiir
Nachahmung (Mimesis) ab. Er bezieht sich nach einer aktuellen Definition [49]
auf alle Laborverfahren, die mit dem Ziel entwickelt werden, einen natiirlichen
chemischen Prozess moglichst exakt zu imitieren. Chemische Verbindungen
werden als biomimetisch bezeichnet, wenn mit ihnen versucht wird, biologische

Materialien in Struktur oder Funktion nachzuahmen.

Echte Enzymmimetika sollten chemische Reaktionen nachweislich nach den
gleichen Mechanismen wie die entsprechenden Enzyme katalysieren und
zumindest dhnlich wie Biokatalysatoren eine bindende Wechselwirkung zwischen
Substrat und Katalysator aufweisen, die im einfachsten Fall einer typischen
Michaelis-Menten-Sittigungskinetik folgt [50]. Nicht-biomimetische Ansitze zur
Entwicklung von artifiziellen Enzymen begniigen sich im Gegensatz dazu bereits
damit, daBl die Nachahmung der gewiinschten Funktion eines Biokatalysators
erreicht wird, um eine bestimmte Substratwandlungsreaktion mit Hilfe eines

beliebig konstruierten chemischen Systems kiinstlich zu beschleunigen.

Die reaktiven Zentren von Enzymen werden von einem strukturell hochgradig
organisierten Proteingeriist umgeben. Dieses makrozyklische Ligandensystem
tragt entscheidend de_i'zil bei, an der jeweiligen Bindungsstelle fiir Substrate oder
Coenzyme eine exakt definierte, in der Regel hydrophobe molekulare Umgebung
(microenvironment) zu erzeugen. Biomimetische Strategien zur Konstruktion von
artifiziellen Enzymen [51-56] konzentrieren sich daher sehr hédufig auf die
Nachbildung der Strukturen und chemischen Eigenschaften dieser Hohlrdume, um
die Funktion der Apoprotein-Umgebung mit Hilfe von synthetisch erzeugten

makromolekularen oder supramolekularen Verbindungen zu ersetzen.

Als einfachste Moglichkeit zur Nachahmung der dreidimensionalen Struktur des
Proteingeriists von Biokatalysatoren bieten sich zunichst polymerchemische

Strategien an [57-62]. In den letzten Jahren hat sich in diesem Zusammenhang die
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Technik des molecular imprinting [63-73] als vielseitige Methode zur gezielten
Darstellung von pordsen makromolekularen Materialien mit Hohlraumstrukturen
definierter Grofle entwickelt (Abbildung 1). Durch dieses Verfahren kann die
Selektivitdt und gelegentlich auch die Aktivitit von homogenen Katalysatoren
erhoht werden. Gleichzeitig werden die praktischen Einsatzmoglichkeiten der
katalytisch aktiven Verbindungen durch die Fixierung an eine feste Trigersubstanz

(Immobilisierung ) verbessert.

Abb. 1 Schematische Darstellung der Synthesestrategie zur Erzeugung eines selektiven
Hohlraums in unmittelbarer Nihe zum aktiven Zentrum eines immobilisierten
Katalysators (modifiziert nach [74]). a: Koordination eines substrat-analogen Liganden
an die Bindungsstelle des Katalysator-Monomers b: Bildung einer polymeren Matrix
durch Quervernetzung in Gegenwart dieses Liganden c: selektive Entfernung des Pseudo-
Substrats.






