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Enzymatische Hydroxylierungen mit molekularem Sauerstoff 

Von Volker Ullrich['] 

Biologische Hydroxylierungen konnen aus thermodynamischen Grunden meistens nicht 
nach dem Schema der &Oxidation verlaufen, sondern nur auf dem energetisch aufwendigen 
Weg mit molekularem Sauerstoff. Die entsprechenden Enzyme, ,,mischfunktionelle Oxy- 
genasen" oder besser ,,Monooxygenasen" genannt, benotigen zwei Reduktiondquivalente 
zur Sauerstoffaktivierung. Der Chemismus der Enzymkatalyse wird am Beispiel der cyto- 
chrom-P-450-abh;ingigen Monooxygenasen diskutiert. Noch ungelost ist das zentrale Pro- 
blem der Sauerstoffaktivierung, jedoch lassen Modelluntersuchungen den SchluD auf einen 
,,oxenoiden" Mechanismus zu. 

1. Das Problem der Sauerstoffaktivierung 

Molekularer Sauerstoff verdankt seine Existenz der Photo- 
synthese und kann daher als Bioelement betrachtet wer- 
den. Diese Art seiner Entstehung in biologischen Systemen 
und sein ubiquitares Vorkommen lassen oft vergessen, 
daD zwischen organischer Materie und Sauerstoff nur ein 
metastabiles Gleichgewicht besteht. 1st einmal die erfor- 
derliche Aktivierungsenergie aufgebracht, so lauft eine 
sehr schnelle Oxidation organischer Verbindungen unter 
gleichzeitiger Reduktion des Sauerstoffs ab. Die h d e -  
rung der freien Enthalpie dieser ,,Verbrennungsreaktio- 
nen" ist betrachtlich und wird nur noch von denen mit 
molekularem Fluor iibertroffen[']. 

Diese beiden Charakteristika des Sauerstoffs - Reaktions- 
tragheit einerseits und hohes Oxidationspotential anderer- 
seits - bedingen seine einzigartige Bedeutung fur die Ener- 
getik der Lebensprozesse. Es ist daher verstandlich, daD 
viele Untersuchungen zur Auklarung der komplexen 
Chemie des Sauerstoffmolekuls durch das Interesse an 
seinen biologischen Reaktionen begriindet waren. 

Um die Reaktionsbereitschaft des Sauerstoffs unter physio- 
logischen Bedingungen zu erklaren, war die Annahme einer 

Jktivierung des Sauerstoffs" unumganglich. Sie wurde 
schon friih in den Arbeiten von Puubetz1, Er~gIer'~~ und 
B ~ c h ~ ~ ~  postuliert und erhielt ihre experimentelle Grund- 
lage durch die Untersuchungen Otto Wurburgs. Seine Mo- 
dellversuche im Zusammenhang mit den Arbeiten zum 
photochemischen Wirkungsspektrum der Cytochrom-Oxi- 
dase bewiesen die Bedeutung des zweiwertigen Eisen-Ions 
fur die Bindung des S a u e r s t o f f ~ ~ ~ ~ .  Beriicksichtigt man die 
neuere Erkenntnis, daD Sauerstoff in seiner paramagne- 
tischen Struktur eine sehr stabile Elektronenkonfiguration 
besitzt, die durch Bindung an das Eisen teilweise aufgeho- 
ben werden kannl6.'], so ist der von Warburg ins Feld 
gefuhrte Begriff der Sauerstoff-,,Aktivierung" auch nach- 
traglich fur die biologische Oxidation zu rechtfertigen. 

Erst 1955 konnte der Beweis erbracht werden, daD Wur- 
burgs Vorstellungen von einer Sauerstoffaktivierung noch 
vie1 unmittelbarer auf enzymatische Reaktionen des Sauer- 
stoffs angewendet werden konnen. Mit Hilfe des schweren 
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Sauerstoffisotops "Oz konnten Mason et al.[81den direkten 
Einbau von molekularem Sauerstoff in 3,CDimethylphe- 
no1 (I), ein Substrat der Phenolase, nachweisen. 
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Im Gegensatz zum Prinzip der biologischen Oxidation, die 
dem Sauerstoff nur die Rolle eines Elektronenacceptors 
zuordnet, greift bei diesen Reaktionen der Sauerstoff das 
Substrat direkt unter Oxygenierung an. Zweifellos erfordert 
die Spaltung einer CH-Bindung unter Hydroxylierung des 
Kohlenstoffs eine enzymatische Aktivierung des Sauer- 
stoffmolekuls, so daB diese Frage einer erneuten Diskussion 
bedurfte. 

2. Allgemeine Eigenschaften von Monooxygenasen 

2.1. Defdtion und Nomenklahu 

Bei enzymatischen Hydroxylierungen mit molekularem 
Sauerstoff wird ein Sauerstoffatom in das Substrat einge- 
fuhrt, wahrend das zweite zu Wasser reduziert wird. Die 
Bruttogleichung fur die Reaktion wurde zum erstenmal 
von M a s ~ n [ ~ l  aufgestellt : 

RH + DOH, + "0, --. R"OH + Do + HZ1'O 
R H  = Substrat 
DOH, = Wasserstoffdonor 

Der Wasserstoffdonor ist bei vielen Reaktionen reduziertes 
Nicotin-adenin-dinucleotidphosphat (NADPH,) oder 
auch reduziertes Nicotin-adenin-dinucleotid (NADH,). 
A ber auch Tetrahydropteridine, reduzierte Flavine oder 
Ascorbinsaure konnen die beiden Elektronen zur Verfu- 
gung stellen (vgl. Tabelle 1). Zunachst erscheint es paradox, 
daD eine Oxidation nur in Anwesenheit und unter Ver- 
brauch von Reduktionsaquivalenten verlauft, die damit 
der Zelle fur die Energiegewinnung verloren gehen. Es 
taucht daher die Frage auf, warum eine Hydroxylierung 
nicht uber die wesentlich okonomischere Dehydrierung 
des Substrats und eine anschlieknde Wasseranlagerung 
erfolgt. 

Auf diese Weise entsteht z. B. im Citratzyklus aus Bern- 
steinsaure iiber Fumarsaure die Apfelsaure, und der bei 
dieser Hydroxylierung anfallende Wasserstoff kann iiber 
die Atmungskette 2 ATP liefern. 

Ahnlich verlaufen die Hydroxylierungen mit der Xanthin- 
Oxidaset'O1 oder einer Nicotinsiiure-HydroxyIase[' 'I. Die 
thermodynamische Betrachtung ergibt, daB fur aliphatische 
oder aromatische Verbindungen ohne polarisierende Grup- 
pen dieser Weg aus energetischen Griinden nicht gangbar 
ist, so daD die Hydroxylierung mit Sauerstoff als einziger 
Ausweg bleibt. 
Die Tatsache, daB Hydroxylierungen prinzipiell auf den 
beiden geschilderten Wegen moglich sind, macht eine ein- 
deutigere Nomenklatur notwendig. Wegen der ,,gemisch- 
ten" Funktion des Sauerstoffs als oxidierendes und oxy- 
genierendes Agens schlug Mason den Begriff ,,mixed func- 

tion oxidase" vor, dem von Huyaishil'21 spater die Bezeich- 
nung ,,Monooxygenase" gegeniibergestellt wurde. Dieser 
Vorschlag H a p i s h i s  weist mehr auf die oxygenierende 
Funktion dieser Enzyme hin und erlaubt eine systemati- 
schere Abgrenzung zu den ,,Dioxygenasen", bei denen 
beide Atome des molekularen Sauerstoffs in das Substrat 
eingefuhrt werden[l3]. 

Die offzielle Nomenklatur der Enzyme Commission faBt 
die Enzyme als ,,Hydroxylasen" unter der Nummer 1.14. 
zusammen. Dem systematischen Namen wird dabei die 
Bezeichnung ,,Sauerstoff-Oxidoreduktase" zugrunde ge- 
legt; er enthalt aukrdem neben dem Substrat den Elek- 
tronendonor und den Zusatz ,,hydroxylierend" ; z. B. 
1.14.1.2. L-Kynurenin, reduziertes NADP : Sauerstoff- 
Oxidoreduktase (hydroxylierend). Wir werden hier vom 
Begriff Monooxygenase ausgehen und so z. B. fur das 
obengenannte Enzym die einfachere Bezeichnung , ,~-Kyn- 
urenin-3-Monooxygenase" venvenden. Auf eine zusatz- 
liche Erwahnung des Elektronendonors kann verzichtet 
werden, da er im allgemeinen wenig spezifisch ist. 

2.2. B e d e w  im Stoffwechsel 

Um aliphatische oder aromatische CH-Bindungen mit 
funktionellen Gruppen zu versehen, stehen dem Chemiker 
eine Reihe von Reaktionen, z. B. die Halogenierungen, die 
Sulfonierung oder die Nitrierung mit anschlieBender 
Reduktion unter Aminierung zur Verfugung. Im Stoffwech- 
sel erfordert der Auf- und Abbau von Substraten immer das 
Vorhandensein von funktionellen Gruppen, an denen die 
enzymatischen Reaktionen angreifen. Fehlen diese, wie es 
bei vielen lipophilen Verbindungen der Fall ist, so bleibt die 
Einfuhrung der Hydroxygruppe iiber die Monooxygenasen 
der einzige Weg zur Bildung von Derivaten. Diese Not- 
wendigkeit besteht z. B. bei den Steroidbiosynthesen, bei 
denen aus Cholesterin durch Einfuhrung von Hydroxy- 
gruppen die hochaktiven Hormone gebildet werden. Auch 
im Aminosiiurestoffwechsel sind Monooxygenierungen 
vielfach anzutreffen, so bei der Synthese von Tyrosin, 
Hydroxyprolin, Hydroxykynurenin oder Dopamin. Die 
groDte Bedeutung haben Monooxygenierungen fur den 
Abbau und die Ausscheidung lipophiler Verbindungen. 
Solche Substanzen konnen den Korper nur verlassen, 
wenn sie zuvor durch Hydroxylierung wasserloslich ge- 
macht werden. Die Monooxygenasen fur Fremdstoffe in 
der Leber beanspruchen seit etwa zehn Jahren das Interesse 
der Pharmakologen und Mediziner. Fur die hormonelle 
Regulation durch Steroide ist deren kontinuierliche Inak- 
tivierung notwendig, die ebenfalls in der Leber durch 
Monooxygenasen erreicht wird. 

Erst in neuester Zeit ist die Bedeutung der Monooxygena- 
sen fur die adaptiven Mikroorganismen erkannt worden. 
Bakterien und Hefen konnen auch auf unphysiologischen 
Kohlenstoffquellen, z. B. aromatischen oder aliphatischen 
Kohlenwasserstoffen, wachsen. Voraussetzung dafur ist 
die spezifische Induktion von Monooxygenasen, die 
den Abbau dieser inerten Substrate durch eine oder 
mehrere Hydroxylierungsreaktionen einleiten, bis dann 
die Metabolite in die normalen Stotlwechselwege ein- 
munden konnen. Aufgrund der meistens sehr geringen 
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Aktivitaten der Monooxygenasen sind die Hydroxylie- 
rungen fast immer der geschwindigkeitsbestimende nentiS1. 
Schritt der Abbaureaktionen. Um einen schnellen Abbau 
der organischen Verbindungen und damit ein rasches Zell- 
wachstum zu gewahrleisten, enthalten solche adaptierten 
Mikroorganismen sehr hohe Konzentrationen an Mono- Die emahnten Eigenschaften Mikroorga- 
oxygenase-Proteinen. Auf diesem Wege ist die Umwand- nismen erlauben die Induktion Monooxygenasen f ~ r  

(Tabelle I) sollen daher nur solche Monooxygenasen er- auch schon verifiziert ~ o r d e n ~ ' ~ ] .  

Kommerzielles Interesse besitzen auch Bakterienstamme, wahnt werden, die auch im Saugetier eine Bedeutung im 
die hochspezifische Steroid-Monooxygenasen enthalten Stoffwechsel besitzen und schon ausreichend untersucht 
und damit zur Synthese der chemisch schwer zuganglichen sind. 

hydroxylierten Steroidhormone herangezogen werden kon- 

2.3. hrsicht der wicbtigsten MoaooxygelrPsea 

lung VOn Erdol in tierische Nahrungsstoffe moglich und praktisch jede organische verbindung. ln der Ubersicht 

Tabelle 1. Ubersicht der wichtigsten Saugetier-Monooxygenasen. 

Enzym Elektronen- Vorkommen [a] Bemerkungen Lit. 
donor 

Steroid- 
Monooxygenasen 
Squalen-2,3- NADPH, 
Monooxygenase 
(epoxidierend) 
(EC 1.14.1.3.) 
1 lp-Monooxygenase NADPH, 
(EC 1.14.1.6.) 

C-21-Mono- NADPH, 
oxygenase 
(EC 1.14.1.8.) 
Cholesterin-20- NADPH, 
Monooxygenase 
(EC 1.14.1.9.) 

2!3-.6~.6p-.7~.7f3. NADPH, 
1%. lp-. 15a, 16a-, 
1 82-Monooxygenasen 
Aininosaure- 
Monuusjgenasen 
~-Kynurenin-3- 
Monooxygenase 
(EC 1.14.1.2.) 
Dopamin-p- 
Monooxygenase 
(EC 1.14.2.1.) 
4-Hydroxyphenyl- 
pyruvat-l- 
Monooxygenase 
(EC 1.14.2.2.) 
Phenylalanin-4- 
Monooxygenase 
(EC 1.14.3.1.) 
Prolin-4- 
Monooxygenase 

Verschiedene 
Ham-a- 
Monooxygenase 

Fettsaure-o- 
Monooxygenase 
Xenobiotika- 
Monooxygenasen 
Aryl-4- 
Monooxygenase 

Alkan- 
Monooxygenase 

NADPH,, 
NADH 

Ascorbat 

intermediar 
gebildeter 
Aldehyd 

Tetrahydro- 
biopterin 

Ascorbat 

NADPH, 

NADPH, 

NADPH, 

NADPH, 
(NADHz) 

ER der Leber 

Mitochondrien 
der NNR 

ER der NNR 

Mitochondrien 
von NNR. 
Testes. Ovar, 
Placenta 
ER der Leber 

Leber- Mitochon. 
drien (PuOere 
Membran) 
Nebennieren- 
Mark 

Leber- 
Cytoplasma 

Leber- 
Cytoplasma 

kollagen-syn- 
thetisierende 
Gewebe 

ER der Leber 

ER der Lebei 
und Niere 

ER der Leber 

ER der Leber 

Epoxid bildet die Vorstufe zum Lano- 
sterin 

besteht aus FAD-haltiger Reduktase, 
Nicht-Ham-Eisenprotein und Cyto- 
chrom P 450, rekonstituierbar 
enthalt Cytochrom P 450 

enthalt Cytochrom P 450, Vorstufe 
zur Seitenketten-Abspaltung 

am Abbau von Steroiden beteiligt 

enthalt FAD 

enthalt 2 Cu 

empfindlich gegen Oxidation. Seiten- 
kette wandert in ortho-Stellung 

enthalt Fez*. hydroxyliert Prolin nur 
im Peptidverband 

enthalt Cytochrom P 450, Produkte 
sind Biliverdin und CO. Induzierbar 
durch Hamin 
enthalt Cytochrom P 450. Induzierbar 
durch Laurat 

enthalt wahrscheinlich Cytochrom 
P 450 und Flavoprotein. Induzierbar 
durch polycyclische Kohlenwasser- 
stoffe; unspezifisch 
enthalt Cytochrom P 450 und Flavo- 
protein. Induzierbar durch Barbiturate 
Unspezifixh, bevorzugt o-1-Stellung 
und tertiare CH-Bindungen 

[a] ER = Endoplasmatisches Reticulum, 
NNR = Nebennierenrinde. 
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2.4. Probleme der Wirkungsweise von Monooxygenasen 

Jede Monooxygenase benotigt fur die Katalyse auDer dem 
Substrat zusatzlich molekularen Sauerstoff und einen 
Elektronendonor als Cosubstrate. Das Zusammenspiel 
dieser drei Komponenten bei der Monooxygenierung 1aBt 
viele Kombinationsmoglichkeiten zu, die alle ausfuhrlich 
diskutiert worden ~ i n d [ ~ ] .  

Gemeinsam ist allen Monooxygenasen die Aktivierung des 
Sauerstoffmolekiils, die unter Aufnahme von zwei Elek- 
tronen erfolgt. Das Prinzip dieser Sauerstoffaktivierung 
ist erst in groben Umrissen aus den bisher vorliegenden 
Ergebnissen uber die enzymatischen Reaktionen und ihre 
Modelle erkennbar. In den iibrigen Eigenschaften weisen 
die Monooxygenasen aber weitreichende Unterschiede 
auf. Im wesentlichen sind die folgenden drei Gesichtspunkte 
fur die Charakterisierung dieser Enzyme ausschlaggebend. 

2.4.1. Die Substratspezifitat 

Die Spezifitat einer enzymatischen Reaktion wird von der 
Bindung der Substrate im ,,aktiven Zentrum" des Proteins 
bestimmt. Entscheidend fur die Affnitat des Substrates 
zum Enzym sind Art und Anzahl der Wechselwirkungs- 
krafte. Fur eine stereospezifische Fixierung des Substrat- 
molekiils im Protein miissen mindestens drei Bindungs- 
stellen vorhanden ~ e i n ' ~ ' ~ .  Dies ist z. B. fur die stereo- 
spezifisch verlaufenden Steroid- oder Aminosiiurehydro- 
xylierungen zu fordern. 

Bei einigen Monooxygenasen kann die Bildung des En- 
zym-Substrat-Komplexes direkt optisch verfolgt werden. 
In diesem Fall laDt sich die Afinitat von Enzym und Sub- 
strat durch diejenige Substratkonzentration beschreiben, 
die benotigt wird, um die Halfte des Enzyms in den Enzym- 
Substrat-Komplex zu uberfuhren (spektrale Dissoziations- 
konstante, ,,K,"). 

2.4.2. Die ,,terminale Oxidase" 

Unter diesem Begriff versteht man diejenige Komponente 
des Monooxygenase-Systems, die den Sauerstoff bindet 
und ihn rnit Hilfe der beiden Elektronen aktiviert. Fur die 
Bindung des Sauerstoffs bietet sich seine Eigenschaft als 
ausgezeichneter Elektronenacceptor an. Die terminalen 
Oxidasen sind daher immer Elektronendonoren. Eine 
besonders stabile Bindung des Sauerstoffs an das aktive 
Zentrum der terminalen Oxidase kommt zustande, wenn 
zusatzlich eine Ruckbindung der p,-Orbitale des Sauer- 
stoffs rnit den d-Orbitalen von Schwermetall-Ionen er- 
f ~ l g t ' ~ ~ ] .  Eisen(n)- und Kupfer(1)-Komplexe sind daher die 
am haufigsten anzutreffenden terminalen Oxidasen. Aber 
auch organische Verbindungen wie reduzierte Flavin- 
systeme konnen Sauerstoff aktivieren. Monooxygenasen 
dieses Typs findet man vorwiegend bei den bakteriellen 
Enzymen~s0-s21. 

2.4.3. Der Elektronentransport 

Die terminale Oxidase ist ein Redoxsystem, das durch 
Ubertragung von zwei Elektronen den Sauerstoff in eine 
aktive Form iiberfuhrt. 

Nach der Hydroxylierung des Substrates bleibt die termi- 
nale Oxidase in ihrer oxidierten Form zuriick und mu13 

fur den folgenden Zyklus wieder in die reduzierte, sauer- 
stoffbindende Form iiberfuhrt werden. Diese Reduktion 
ist im Prinzip rnit jedem Elektronendonor moglich, der 
uber ein genugend negatives Potential verfugt. Aus Tabelle 
1 geht hervor, daB bei einigen Monooxygenasen Ascor- 
bindure und Tetrahydropteridine die Rolle des Elektro- 
nendonors iibernehmen, aber die Mehrzahl aller Mono- 
oxygenasen auf reduzierte Pyridinnucleotide angewiesen 
ist. 

In diesem Fall kompliziert sich der Elektronentransport 
zum Sauerstoff, da das Pyridinnucleotid seine Reduk- 
tionsaquivalente nur durch Hydridion-Ubertragung in 
einem Zweielektronenschritt abgeben kanr~['~], Sauerstoff 
aber nur in Einelektronenschritten reduzierbar ist. 
NADPH, oder NADH,-abhangige Monooxygenasen ent- 
halten daher zudtzlich noch Redoxkomponenten wie 
Flavin- und Nicht-Ham-Eisenproteide, die die Auflosung 
des Zweielektroneniibergangs in Einelektronenschritte er- 
moglichen. Diese pyridinnucleotid-abhangigen Monooxy- 
genasen bilden ahnlich wie die Atmungskette Multien- 
zymkomplexe, die oft an biologische Membranen gebun- 
den sind. Es sei erwahnt, daD diese Reduktionssysteme 
nicht immer sehr spezifisch sind und oftmals in verwandten 
Systemen sogar ausgetauscht werden konnen. 

Charakterisiert wird eine Monooxygenase daher nicht 
durch das Elektronentransportsystem, sondern in erster 
Linie durch die Natur ihrer terminalen Oxidase. Die 
Monooxygenasen sollten daher in die eisen-, kupfer- und 
flavinhaltigen Enzyme unterteilt werden. Am besten unter- 
sucht sind bis heute die eisenhaltigen Monooxygenasen 
rnit Cytochrom P 450 als sauerstoffaktivierender Kompo- 
nente. Die Wirkungsweise dieser Enzyme sol1 in den fol- 
genden Abschnitten exemplarisch fur alle Monooxygenasen 
besprochen werden. 

3. Cytochrom-P-450-abhangige Monooxygenasen 

Eisen-Ionen sind, wie die Versuche Wurburgs schon zeigten, 
die wichtigsten Cofaktoren im Stoffwechsel des Sauerstoffs. 
Besondere Bedeutung besitzen die Porphyrinkomplexe 
des Eisens, in denen die Stickstoffatome der vier Pyrrol- 
ringe eine Ebene der oktaedrischen Koordinationssphare 
des Eisen-Ions fixieren. Dadurch werden die funfte und 
sechste Koordinationsstelle raumlich getrennt, so daD ein 
Ligandenaustausch unmoglich ist. Dies erlaubt bei allen 
Enzymen rnit Eisen-Porphyrin-Komplexen als prosthe- 
tische Gruppen eine stereospezifische Fixierung des Sauer- 
stoffmolekuls. Die Bindung des Sauerstoffs erfolgt an der 
sechsten Koordinationsstelle, wahrend fur die Bindung an 
das Protein die funfte Koordinationsstelle verwendet wird. 

1958 entdeckten Klingenbergfs4] und Garfinkel*''] ein 
Cytochrom in der Mikrosomenfraktion von Rattenlebern, 
das im reduzierten Zustand eine Kohlenmonoxid-Ver- 
bindung rnit einem Absorptiohsmaximum bei 450 nm 
bildete. Die Lage dieser Bande war ungewohnlich, da alle 
bekannten Kohlenmonoxid-Verbindungen von Eisen-Por- 
phyrin-Komplexen wesentlich kurzwelliger (bei etwa 
420 nm) absorbieren. Auch in der Mikrosomenfraktion 
der Nebennierenrinde lieD sich dieses neue Cytochrom 
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nachweisen. Durch Versuche von Ryan und Engelt2'] war 
bekannt, daD dieselbe Fraktion Steroide an C-21 hydro- 
xylieren konnte und Kohlenmonoxid die Hydroxylierung 
hemmte. Zuriickgehend auf die Beobachtung der Licht- 
reversibilitat der Eisen(rr)-Kohlenmonoxid-Komplexe und 
mit der klassischen Versuchsanordnung von Warburg fur 
das photochemische Wirkungsspektrum zeigten Estabrook 
et al.ts61, daD dieses Cytochrom an der C-21-Hydroxylie- 
rung als terminale Oxidase beteiligt ist (Abb. I). 

LM) u o  Lao 
Irsssr] h[nrnl - 
Abb. 1. Photochemisches Wirkungsspektrum der Steroid-C-21-Mono- 
oxygenase in Gegenwart von Kohlenmonoxid [56 ] .  

Aufgrund der ungewohnlichen Absorptionsbande seiner 
CO-Verbindung erhielt das Hamproteid den vorlaufigen 
Namen ,,Cytochrom P 450", der jedoch bis heute nicht 
durch eine systematischere Bezeichnung ersetzt wurde. 

Das Cytochrom wurde in den darauffolgenden Jahren 
nicht nur in Saugern, sondern auch in I n ~ e k t e n ~ ' ~ ~ ,  He- 
fents8- s91 und Bakterient60-621 gefunden. 

Ermoglicht wurde dieser Nachweis durch die von Chan- 
cet631 entwickelten Methoden der Absorptionsmessung in 
triiben Losungen. Jeder Versuch einer proteinchemischen 
Reinigung der partikularen Zellfraktion hatte zu einer 
raschen Zerstorung des Cytochroms gefuhrt. Das aktive 
Cytochrom ging dabei in eine inaktive Form iiber, deren 
CO-Verbindung nicht mehr bei 450, sondern bei 420 nm 
absorbierte und die deshalb die Bezeichnung ,,Cytochrom 
P 420" erhielt[64*6s1. 

In fast allen Fallen konnte dem gefundenen Cytochrom 
P 450 eine Funktion bei einer Hydroxylierung zugeordnet 
werden, so daD man es mit Recht als die bevorzugte prosthe- 
tische Gruppe der Monooxygenasen betrachten kann. 

Bei der Untersuchung der C-21 -Hydroxylierung in der 
Mikrosomenfraktion der Nebennierenrinde stellten Cooper 
et a1.'22] eine h d e r u n g  im Spektrum des Cytochroms P 
450 fest, wenn Substrate der C-21-Monooxygenase zuge- 
setzt wurden. Die gleiche Beobachtung in Rattenlebermi- 
krosomen nach Zusatz von Hexobarbital wurde von 
Schenkman et als Bildung eines Enzym-Substrat- 
Komplexes interpretiert. Eine weitere Aufklarung der 
Wirkungsweise des Enzyms in diesen Mikrosomenfrak- 
tionen wurde durch die feste Bindung des Monooxygenase- 
Systems an die Membran erschwert. 

Die erste Anreicherung und Auftrennung eines strukturge- 
bundenen Monooxygenase-Systems gelang Omuru et aI.[19] 
im Falle der Steroid-I i p-Monooxygenase aus Mitochon- 

drien der Nebennierenrinde (siehe Tabelle I). Aus Deter- 
gens-Aufschliissen lieBen sich drei Proteinkomponenten 
isolieren, die zusammen wider die volle Aktivitat des 
Enzyms ergaben. Es handelte sich um ein NADPH-oxi- 
dierendes F lavopr~te in[~~] ,  ein Nicht-Ham-Eisenpro- 
teidt681 und das Cytochrom P 450[691. Rekonstitutions- 
versuche zeigten, daI3 das Nicht-Ham-Eisenproteid durch 
das Flavoproteid reduziert wurde, welches seinerseits die 
Elektronen auf das Cytochrom P 450 iibertrug. Die weitere 
proteinchemische Reinigung des Cytochroms erwies sich 
auch bei diesem System als schwierig, da in Gegenwart des 
Detergens nur eine ,,Pseudo-Solubilisierung" erreicht 
werden konnte. Wichtige Hinweise zum Verlauf der Cyto- 
chrom-P-450-Katalyse konnten dennoch aus spektrosko- 
pischen Untersuchungen des membrangebundenen Cyto- 
chroms der verschiedenen Gewebe erhalten werden. Eine 
Klarung vieler offener Fragen war jedoch erst nach dem 
Aufinden eines loslichen, cytochrom-P-450-abhangigen 
Monooxygenase-Systems aus Bakterien moglich. 

3.1. Die Campher-SMonooxygenase aus Pseudomonas 
putida 

1968 berichteten Katagiri et a1.[6 I 701 iiber das Vorkom- 
men von Cytochrom P 450 in der vom Gunsalusschen 
Arbeitskreist7'* 721 untersuchten (+ )-Campher-Monooxy- 
genase aus Pseudomonas putida. Dieses Enzym findet sich 
in hoher Konzentration in den Zellen eines auf Campher 
geziichteten Stammes von Pseudomas putida und ist fur den 
ersten hydroxylierenden Schritt beim Abbau des Cam- 
phers (2) verantwortlich. 

(2) 

Die Stochiometrie der Hydroxylierung erfordert 1 mol 
NADH, und I mol Sauerstoff pro mol 5-Hydroxycam- 
pherL7,- 731. Das gesamte Monooxygenase-System bestand 
wie das der 11 0-Monooxygenase aus einem Flavoprotein, 
einem Nicht-Hb-Eisenproteid und Cytochrom P 450. 
Das Cytochrom war jedoch voll loslich und konnte daher 
rein erhalten ~ e r d e n [ ~ ~ I .  Die ungewohnlichen spektralen 
Eigenschaften des Cytochroms lieBen sich dadurch an den 
Absolutspektren genau studieren (Abb. 2). 

05  

01 

l [ n r n l  - 
Abb. 2. Absolutspektrum des Cytochroms P 450 aus Ps. pirrida [73]. 
(-) oxidiertes Cytochrom, (---) reduziertes Cytochrom. (- .- ) redu- 
ziertes Cytochrom + Kohlenmonoxid. 
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In Gegenwart von Sauerstoff liegt das Cytochrom nur in 
seiner oxidierten Form rnit dreiwertigem Eisen vor, in der 
es eine Soret-Bande bei 417 nm rnit einer ausgepragten 
a-Bande bei 578 nm und der P-Bande bei 535 nm besitzt. 
Unter anaeroben Bedingungen laDt es sich durch Natrium- 
dithionit oder nach Zusatz des Flavoproteins und des 
Nicht-Ham-Eisens auch durch NADH, reduzieren. Da- 
bei wird die Soret-Bande ungewohnlich verbreitert und 
kurzwellig verschoben (Maximum bei 410 nm). Im sicht- 
baren Spektralbereich befindet sich nur eine einzige Bande 
bei 540 nm. Diese Eisen(ri)-Form kann Kohlenmonoxid 
anlagern und besitzt dann das typische Maximum bei 
448 nm. Diese Reaktion konkurriert rnit der Anlagerung 
von Sauerstoff und hemmt dadurch die Hydroxylierung 
des camp her^^'^]. 

In Anwesenheit von D-( + )-Campher zeigt sich die schon 
bei anderen Cytochrom-P-450-Praparationen beobachtete 
Anderung im Spektrum des oxidierten Cytochroms bei 
Zusatz von Substraten (Abb. 3). 
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Abb. 3. Titration von Cytochrom P 450 aus Ps. purida mit Campher 
[73]. Konzentrationen : Cytochrom P 450 3.3 pmoi/l, Campher (-) 
0. (-0-0-1 2 pmol/l, (-043) 6 pmol/l, (-A-A-) 20.5 pmolfl. 

Steigende Konzentrationen von (+ )-Campher fuhren zur 
Ausbildung einer neuen Absorptionsbande bei 388 nm. 
Gleichzeitig verschwinden die u- und p-Banden, und eine 
neue langwellige Absorption entsteht bei 646 nm. Die 
Konmtrationen an Campher, die fur die vollsthdige Um- 
wandlung benotigt werden, entsprechen den Sattigungs- 
konzentrationen fur die Hydroxylierungsreaktion[7J1. Nur 
wenige Derivate des Camphers haben einen ahnlichen 
Effekt, und diese wirken auch nur in wesentlich hoherer 
Konzentration. Alle Ergebnisse deuten auf die Bildung 
eines Enzym-Substrat-Komplexes hin. Durch die Bindung 
des Substrates wird eine wesentliche Stabilisierung des 
Cytochroms erreicht, so daD sogar die Kristallisation des 
Enzym-Komplexes gelang[741. 

Die Ausbildung der langwelligen Absorption ist charak- 
teristisch fur ,,high-spin"-Eisen-Porphyrin-K~mplexe[~~~, 
so daD als Ursache fur diese spektrale h d e r u n g  der Uber- 
gang eher  ,,low-spin"-Form in einen ,,high-spin"-Kom- 
plex des dreiwertigen Cytochroms wahrscheinlich ist. 
Diese Annahme wurde rnit Hilfe der Elektronenspin-Re- 
sonanz (EPR)[739 7 7 1  und durch Messung der magnetischen 
Su~zept ibi l i ta t [~~]  bestatigt. Das anisotrope EPR-Spek- 
trum des oxidierten Cytochroms P 450 ist typisch fur 
,,low-spin"-Haminverbindungen, jedoch rnit der Besonder- 
heit, daD die g-Werte eng zusammenliegen. In Gegenwart 
von (+ )-Campher verschwindet das Signal groDtenteils, 
und es entsteht eine neue Absorption bei g = 7.9, die jedoch 
nur bei etwa 7 OK beobachtet werden kann (Abb. 4). 

Die Messung der magnetischen Suszeptibilitat zeigt fur 
diesen Ubergang eine Vermehrung der Anzahl ungepaarter 
Elektronen an, die der Umwandlung eines Hams mit 
einem ungepaarten Elektron in einen Zustand rnit f h f  
ungepaarten Elektronen entspricht [' 31. 

I I I 
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Abb. 4. EPR-Spektrum von Cytochrom P 450 aus Ps. purido mit 
(-A-A-) 5 pmol/l und (-) ohne Campher [73]. Cytochrom P 450: 68 
pmol/l, Temperatur: - 170°C. 

Nach vorlaufigen Ergebnissen ist rnit der Spinumwand- 
lung auch eine Potentialanderung verknupft. Das freie 
Cytochrom verfiugt uber ein stark negatives Normalpoten- 
tial bei pH = 7.0 (Eb) von etwa -380 mV, wahrend nach 
der Bindung des Camphers der ,, high-spin"-Komplex ein 
entsprechendes Potential von etwa - 170 mV a ~ f w e i s t [ ~ ~ ] .  
Diese Potentialanderung spielt vermutlich bei der Hydro- 
xylierung (Abschnitt 3.3) eine bedeutende Rolle. 

Die Sauerstoffaktivierung beginnt rnit der Anlagerung des 
Sauerstoffmolekuls an die reduzierte Form des Cyto- 
chroms P 450. Da das Cytochrom ein Einelektronenaccep- 
tor und -donor ist[73*79], sollte zunachst der Ubergang von 
einem Elektron auf den SauerstoB erfolgen und sich eine 
,,Oxy-Form" des Cytochroms ausbilden : 

Fez" + 0, g Fe2"02 e Fe'"OF 

Ein solches Sauerstoffaddukt laDt sich beobachten, wenn 
die reduzierte Form des Cytochroms schnell mit Sauerstoff 
gemischt und sofort das Spektrum registriert wird 
(Abb. 5)[80-811. 

Das ,,Oxy"-Cytochrom P 450 wird zu einer sehr stabilen 
Verbindung mit einer Halbwertszeit von 10-20 Minuten, 
wenn man die anschlieDende Weiterreduktion verhindert. 

fi 
LOO 500 600 700 

5 [ n m l  - 
Abb. 5. Autokatalytische Zersetzung von ,,Oxy"-Cytochrom P 450 aus 
Ps. prrcido bei 5°C [Sl]. A (---) Cytochrom-P-450-Campher-Komplex. 
B (......) reduziertes Cytochrom P 450, C (--) reduziertes Cytochrom 
P 450 rnit Sauerstoff begast. Die Spektren wurden im Verlauf von 
45 min registriert. 
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Als Zerfallsreaktion ist nur eine Disproportionierung mog- 
lich, bei der Wasserstoffperoxid und die ,, high-spin"-Form 
entstehenleol : 

+2H' 
2Fe'"OY - ZFe'" + 0, + H,O, 

Die Absorptionsmaxima der oxygenierten Verbindung 
liegen bei 418, 555 und 580 nm. Bei der Temperatur des 
fliissigen Stickstoffs zeigt sie kein EPR-Spektrum, so daD 
diese Form ahnlich wie Oxyhamoglobin wahrscheinlich 
diamagnetisch ist. Der eigentliche ,,aktive SauerstofT' ent- 
steht erst durch Reduktion des Oxy-Komplexes mit einem 
meiten Elektron. Dieser Vorgang wurde bisher noch 
nicht untersucht, ist aber der interessanteste Schritt im 
Verlauf der Enzymreaktion. Mogliche Strukturen fur den 
zu erwartenden ,,aktiven Sauerstoff werden anhand von 
Modelluntersuchungen in Abschnitt 4 diskutiert. 

3.2. Die mikrosoden Momoxygenasen der Leber 

Die ,,Mikrosomen"-Fraktion der Leber besteht zum 
iibenviegenden Teil aus den Resten des endoplasmatischen 
Reticulums. Seit etwa 1950 ist bekannt, daD diese Zellorga- 
nellen fur den Abbau von Steroiden, Pharmaka und Fremd- 
stoffen (,,Xenobiotica")~82j verantwortlich ~ i n d [ ~ ~ l .  Das 
in dieser Mikrosomenfraktion enthaltene Monooxygenase- 
System hydroxyliert eine Vielzahl organischer, lipophiler 
Verbindungen, die durch die Einfuhrung der Hydroxy- 
gruppe wasserloslich werden und damit iiber die Niere aus 
dem Organismus eliminiert werden konnen. Die Besonder- 
heit der mikrosomalen Hydroxylierungen besteht in der 
groDen Unspezifitiit des dafur verantwortlichen Enzym- 
systems. Dadurch ist der Organismus jedoch in der Lage, 
jede sogar vollig neu synthetisierte Verbindung auszu- 
scheiden und damit eine Vergiftung zu vermeiden. 

Mit der schon envahnten Methode des photochemischen 
Wirkungsspektrums wurde gezeigt, daD die Monooxyge- 

Der EinfluB von Substrat auf die spektralen Eigenschaften 
des oxidierten Cytochroms kann wegen der Triibung der 
Mikrosomenlosungen nicht anhand von Absolut-, sondern 
nur anhand von Differenzspektren untersucht werden. 
Die halbmaximale Sattigungskonzentration (,,K,") fur die 
Bindung des Substrates an das Cytochrom entspricht wie 
bei der Campher-Monooxygenase der Michaelis-Menten- 
Konstanten ( K d  fur die Hydroxylierung von Cyclohexan 
zu Cyclohexanolr861, was auch hier a d  die Ausbildung 
eines Enzym-Substrat-Komplexes hinweist. Wie beim 
bakteriellen Cytochrom P 450 ist die spektrale h d e r u n g  
mit dem Ubergang von der ,,low-spin"- in die ,,high-spin"- 
Form des Cytochroms P 450 verbunden[881. Die Tatsache, 
daD ein Molekiil ohne funktionelle Gruppen, wie Cyclo- 
hexan, an das Cytochrom gebunden werden kann, setzt 
starke lipophile Wechselwirkungen zwischen dem Substrat 
und dem aktiven Zentrum voraus. Wegen der Unspezifitat 
dieser Bindungskrafte lag es nahe, daD auch dem Cyclo- 
hexan verwandte Kohlenwasserstoffe vom selben Cyto- 

l [ n r n l  - 
Abb. 6. Photochemischa Wirkungsspektrum der Cyclohexan-Hydro- 
xylierung mit Rattenlebermikrosomen in Gegenwart von Kohlenmon- 
oxid [45]. 

chrom gebunden und umgesetzt werden. Dies konnte fur 
die C4- bis C,-Alkane wahrscheinlich gemacht wer- 

Eine weitere Konsequenz der unspezifischen hydrophoben 
Bindung ist die Vielfalt der Hydroxylierungsprodukte, 

den[46.87l. 

Tabelle 2. Produktverteilung bei Monooxygenierungen in Rattenlebermikrosomen. 

Substrat Produkte ( %  relative Ausbeute) Bemerkungen Lit 

Cyclohexan Cyclohexanol(100) Induzierbar durch Barbiturate [86] 
n-Butan 2-Butanol(< 100) Induzierbar durch Barbiturate [87] 
lsobutan 2-Methyl-2-propanol (c 100) Induzierbar durch Barbiturate [87] 
2-Methylbutan (2-Methyl-l-butanol f 3-Methyl-l-butanol), Induzierbar durch Barbiturate [87] 

3-Methyl-2-butanol. 2-Methyl-2-butanol 
(6 : 20 :74) 

Hexahydrobenzylalkohol(25:8:43:23:1) 

(0 - :  m- :  p-Kresol = 59:13:28) 

Methylcyclohexan 1-, 2-, 3-, 4Methylcyclohexano1, Induzierbar durch Barbiturate [87] 

Toluol Benzylalkohol B Kresole o-Hydroxylierung durch [88-901 
Barbiturate induzierbar 

hypothetisches a-hydroxyliertes 
Zwischenprodukt 

Anisol Phenol, 2-, 4Hydroxyanisol (60:7: 33) 0-Desalkylierung iiber 1901 

nierung von Codein, 4Methylaminoantipyrin, Acetanilid 
und Testosteron durch das mikrosomale Cytochrom P 450 
katalysiert ~ i r d ~ ~ ~ l .  Bevorzugte Substrate sind jedoch die 
aliphatischen Koh lenwas~erstoffe~~~*~~*~~-~~~ , f ur deren 
typischen Vertreter Cyclohexan das Wirkungsspektrum 
in Abbildung 6 dargestellt istI4'! 

unter denen fast alle der moglichen isomeren Alkohole 
nachgewiesen w ~ r d e n [ ~ ' ]  (Tabelle 2). Bevorzugt werden 
beim Angriff des aktiven Sauerstoffs immer die tertiaren 
CH-Bindungen, gefolgt von den sekundaren und primaren 
CH-Bindungen. Der relative Angriff auf diese Bindungen 
betragt fur die aufgefuhrten Kohlenwasserstoffe etwa 
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150:25:1 und entspricht damit dem einer sehr selektiven 
Substitutionsreaktion. 

Ein ganz ahnliches Ergebnis erhalt man bei der Hydroxy- 
lierung mono-und disubstituierter Aromaten (Tabelle 2). 
Die Hydroxylierung folgt hier eindeutig den Regeln der 
elektrophilen aromatischen Substitution und diirfte daher 
uber eine Addition des aktiven Sauerstoffs an das rr-Elek- 
tronensystem verlaufen. DaD isolierte Doppelbindungen 
zu Epoxiden umgewandelt werden, bestiitigt diese Vermu- 
tung. Bei polycyclischen Kohlenwasserstoffen, deren rr-Bin- 
dungen teilweise Doppelbindungscharakter aufweisen, 
fihrt die Addition zu Epoxiden als Zwischenproduk- 
te[9'*921. Sie werden jedoch enzymatisch und auch spontan 
sehr rasch zu trans-Dihydro-diolen hydrolysiert. 

DaD auch die Hydroxylierung einfacher Aromaten iiber 
Arenoxide verlaufen konnte, legt die beobachtete Sub- 
stituentenwanderung zum benachbarten Kohlenstoffatom 
des Ringes nahe, die als ,,NIH-shift" in die Literatur ein- 
gegangen i~t["~.  Unter Hydroxylierung des aromatischen 
Kohlenstoffatoms werden nicht nur Chlor und Brom, 
sondern auch Tritium, Deuterium und Wasserstoff in oft 
hohem AusmaD in die ortho-Stellung v e r ~ c h o b e n [ ~ ~ *  "I. 
Auch bei isolierten Doppelbindungen wird dieser Effekt 
b e o b a ~ h t e t [ ~ ~ ] ,  so daB man bei der Monooxygenierung 
des sp2-hybridisierten C-Atoms auf die abgebildeten Reak- 
tionsmoglichkeiten schlieDen muD. 

R' R2 

X OH 
H 

/ 

+ 0 2  

R' R2 

R' R2 HO X H-. 
HO H H  OH 

1st nun an allen von der Mikrosomenfraktion katalysierten 
Monooxygenierungen das gleiche Cytochrom P 450 be- 
teiligt? Zu dieser wichtigen Frage gibt es eine Reihe An- 
haltspunkte, die darauf hindeuten, dal3 tatsachlich mehrere 
Cytochrom-P-450-Spezies existieren, von denen jede eine 
gewisse Gruppenspezifitat besitzt. Wichtige Hinweise da- 
fur stammen pus pharmakologischen Untersuchungen zur 
Induktion des Monooxygenase-Systems der Leber[97* 981. 

Die Vorbehandlung von Versuchstieren mit Pharmaka 
oder anderen Fremdstoffen fihrt zu einem Anstieg der 
Cytochrom-P-450-Konzentration und der Konzentration 
seiner Reduktase in der Mikrosomenfraktion, die eine 
Steigerung der spezifischen Monooxygenase-Aktivitat um 
das Vier- bis Achtfache bedingt und die Ursache fur die 
,, Pharmakagewohnung" ist. 

Bei diesen Induktionsversuchen zeigte es sich jedoch, daD 
je nach Art der verabreichten Verbindung unterschiedliche 
Steigerungen fur die verschiedenen Substrate resultieren. 
Barbiturate zum Beispiel erhohten die Monooxygenase- 
Aktivitat gegeniiber den vorwiegend aliphatischen Sub- 
straten, wahrend Vorbehandlung mit polycyclischen Koh- 
lenwasserstoffen stark die Aktivitat der Aromaten-Hydro- 

xylierung steigert. Auch Unterschiede in den spektralen 
Eigenschaften der C y t ~ c h r o m e [ ~ ~ *  '''I sowie in ihrem 
H e m r n ~ e r h a l t e n [ ~ ~ *  lo'. 'OZ1 sind berichtet worden. 

Geringe Unterschiede beziiglich der Substrat- und Pro- 
duktspezifitat existieren auch innerhalb dieser beiden 
G r ~ p p e n [ " ~ ~ ,  so daD anstelle der bisher vermuteten volli- 
gen Unspezifitat der mikrosomalen Monooxygenasen eine 
Gruppenspezifitat angenommen werden muD. 

3.3. Der Verlauf der Cytochrom-P-450-katalysierten 
Monoox ygenienmg 

Soweit wir heute die Reaktionen am Cytochrom P 450 
uberblicken konnen, ist ihr Verlauf unabhhgig von der 
Herkunft des Cytochroms. Die Sequenz der einzelnen 
Reaktionsschritte ergibt sich logisch aus den bisher erhal- 
tenen Ergebnissen ; sie ist in Abbildung 7 zusammengefaDt. 

t k02 

Abb. 7. Reaktionsschema zur Wirkungsweise cytochrom-P-450-ab- 
hangiger Monooxygenasen. 

Wie bei jeder enzymatischen Katalyse steht am Anfang die 
Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes. Die damit 
verbundene Konformationsanderung am Enzym ermog- 
licht die Spinumwandlung und fihrt damit zu den spek- 
tralen Verschiebungen. Dieser Vorgang verlauft mit hoher 
Geschwindigkeit. So betragt z. B. die Geschwindigkeits- 
konstante 2. Ordnung fur die Bildung des Campher-Cyto- 
chrom-P-450-Komplexes bei 8°C 3.7.106 I mol-'s-'[104! 
Die Gleichgewichtskonstante besitzt in Anwesenheit von 
Kalium-Ionen den folgenden Wert[731: 

= 0.47.106 I mol- '  

Neben den Dipol-Wechselwirkungen zwischen Substrat 
und Protein kommen vor allem die apolaren Bindungen in 
Betracht, die im wesentlichen f i r  die Entropievermehrung 
beim Ubergang des lipophilen Substrates von der waBrigen 
Phase in das hydrophobe Milieu des aktiven Zentrums 
verantwortlich sind. Durch Zusatz organischer Losungs- 
mittel kann das Substrat oft vollstandig aus dem aktiven 
Zentrum verdrangt ~erden[ ' '~ ] .  

Uber die genaue Lokalisierung des Substrates wird erst die 
Rontgen-Strukturanalyse des kristallisierten Cytochrom- 
P-450-Campher-K0mplexes['~~ Auskunft geben konnen. 
DaD die Bindungsstelle des Substrates in unmittelbarer 
Nahe der Sauerstoffbindungsstelle, also des Eisen-Ions, 
liegen muD, geht aus Hemmversuchen mit Metyrapon 

K =  [E.Camphcr] 

[El  [Campher] 
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[2-Methyl-1,2- bis(3-pyridyl)-l-pr0panon]['~~~ hervor.Die- 
ses Molekiil bindet sich stochiometrisch iiber einen Pyri- 
din-Stickstoff an das Eisen und verhindert gleichzeitig 
kompetitiv die Campher-Bindung. Im reduzierten Zustand 
hemmt diese Verbindung auch die Anlagerung von Koh- 
lenmonoxid, so daD die sechste Koordinationsstelle als 
Ort der Sauerstoffbindung besetzt sein mulj['06J. Die be- 
sonderen Eigenschaften des Cytochroms P 450 lassen 
sich befriedigend durch den Liganden an der funften Ko- 
ordinationsstelle erklaren, bei dem es sich wahrscheinlich 
um die SH-Gruppe eines Cysteins handelttlo7! Als Beweis 
dient neben der Reaktivierung des Cytochroms P 420 zu 
Cytochrom P 450 durch Cystein1"*1 vor allem das unge- 
wohnliche EPR-Spektrum, das sehr genau in einem Mo- 
dell aus Myoglobin und Alkylthiolen simuliert werden 
konnte (Abb. 8)['O9I. 

2 5  30 35 
H[hGaussl - 

Abb. 8. EPR-Spektren von Rattenlebermikrosomen (unten) und dem 
Metmyoglobin-Butanthiol-Kornplex (oben) bei - 170°C [lWa]. 

Der Schwefel als ,,weicher" Ligandl' lo] konnte gut fur das 
stark negative Potential des Cytochroms verantwortlich 
sein. 

Noch unklar sind die Einzelheiten der Spinumkehr bei der 
Bindung des Substrates. Es wird a n g e n ~ m m e n ~ ~ ~ .  7 7 *  '"I, 
dalj durch das Substrat ein Histidinrest von der sechsten 
Koordinationsstelle verdrangt und dadurch die Ausbildung 
des ,,high-spin"-Komplexes ermoglicht wird. In diesem 
Fall konnte der gesamte Vorgang der Substratverbindung 
so verlaufen, wie es in der hypothetischen Abbildung 9 dar- 
gestellt ist. 
Als nachster Schritt der Reaktion muD ein Elektron auf das 
Cytochrom iibertragen werden. Fur das mikrosomale 
Cytochrom P 450 laDt sich zeigen, daD der Cytochrom- 
Substrat-Komplex um eine GroDenordnung schneller als 
das freie Cytochrom reduziert wird["']. Dadurch wird 
der Elektronentransport mit der Anwesenheit des Sub- 
strates im aktiven Zentrum gekoppelt und eine ,,Leeroxi- 

dation" des Wasserstoffdonors vermieden. Dieser Reduk- 
tionsschritt verlauft relativ langsam ; er ist der geschwin- 
digkeitsbestimmende Schritt bei den durch Monooxyge- 
nasen katalysierten Reaktionen['"* An den reduzier- 
ten Enzym-Substrat-Komplex lagert sich das Sauerstoff- 
molekiil zur Oxy-Form an, aus der es durch Kohlenmon- 
oxid wider verdrkgt werden kann. 

2 7 

Abb. 9. Hypothetisches Schema zur Substratbindung an Cytochrom 
P 450. Links : ,,low-spin"-Komplex, Potential - 380 mV, Soret-Bande 
bei 418 nm;  rechts: ,,high-spin"-Komplex, Potential ca. - 170 mV, 
Soret-Bande bei 390 nm. 

Die eigentliche aktive Form des Sauerstoffs entsteht aus 
dem Oxy-Komplex durch die Ubertragung eines weiteren 
Elektrons. Dies folgt zunachst aus der Stochiometrie der 
Monooxygenasen und aus den in Abschnitt 4 zu bespre- 
chenden Modellreaktionen. Als experimenteller Beweis 
konnen die Befunde von Cooper["'] angesehen werden, die 
zeigen, daI3 das Cytochrom P 450 der llp-Hydroxylase 
nach stochiometrischer Reduktion und anschlieoender 
Sauerstoffzugabe nicht zur Hydroxylierung von Desoxy- 
corticosteron in der Lage ist. Erst der Zusatz von redu- 
ziertem Nicht-Hh-Eisenproteid (Adrenodoxin) fuhrt zur 
11 P-Hydroxylierung des Substrates. 

Uber die Geschwindigkeit dieses zweiten Reduktions- 
schrittes liegen noch keine Messungen vor. Die Beobach- 
tung, dalj in Mikrosomen im stationaren Zustand der 
Hydroxylierung die Oxy-Form des Cytochroms nachzu- 
weisen ist[lls* 'I6], IaDt eine relativ langsame Reduktion 
vermuten, die jedoch nicht langsamer als der erste Elek- 
troneniibergang sein kann. 

Die Struktur des aktiven Sauerstoffs am Cytochrom P 450 
ist noch vollig unbekannt ; in Abbildung 7 ist zunachst nur 
formal ein Peroxid-Komplex angegeben. Die eigentliche 
Monooxygenierung des Substrates beim hexgang eines 
Sauerstoffatoms erfolgt wahrscheinlich schnell. Sie ist 
wahrscheinlich nicht geschwindigkeitsbestimmend, wie das 
Fehlen eines Isotopeneffektes bei der Cyclohexan-Hydro- 
xylierung in Mikrosomen beweistt86J. 

Nach der Aufnahme eines Protons kann sich das zur Oxida- 
tionsstufe des Wassers reduzierte zweite Sauerstoffatom 
vom Cytochrom P 450 ablosen und es dadurch erneut zur 
Bindung des nachsten Substratmolekiils freisetzen. 

Eine besondere Situation ergibt sich, wenn eine Verbindung 
zwar die Substratbindung eingehen kann, aber keine hydro- 
xylierbare Position enthalt. Dieser Fall trim besonders fur 
das mikrosomale Cytochrom P 450 zu, dessen Substrate 
schon allein aufgrund ihrer Fettloslichkeit gebunden wer- 
den konnen. So konnen z. B. perfluorierte Kohlenwasser- 
stoffeebensogut wiedieentsprechenden Alkaneden Enzym- 
Substrat-Komplex bilden, werden aber wegen der Stabilitat 
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der CF-Bindung nicht hydroxyliert" "I. In diesem Fall 
kommt es zur Weiterreduktion des aktiven Sauerstoffs zu 
Wasser; das System wird also ,,entkoppelt". Diese Er- 
scheinung ist beim unspezifischen Monooxygenase-System 
haufig anzutreffen. 

4. Modelluntersuchungen zur Sauerstoffaktivierung 
durch Monooxygenasen 

Wie bei vielen enzymatischen Reaktionen ist auch bei denen 
der Monooxygenasen die direkte Untersuchung des Uber- 
gangszustandes noch nicht moglich. In solchen Fallen 
bietet sich das Studium von Modellreaktionen an, wobei 
jedoch auf die Probleme hingewiesen werden muD, die 
sich aus der Ubertragung von Ergebnissen an Modellen auf 
enzymatische Reaktionen ergeben. Gerade bei den Mono- 
oxygenase-Modellen muB wegen der Vielfalt der Sauer- 
stoffreaktionen die Ubereinstimmung von Enzym- und' 
Modellreaktionen immer wieder iiberpriift werden. 

Wesentlich ist, daB jedes Modell die Stochiometrie der 
Monooxygenierung von zwei Elektronen pro mol Sauer- 
stoff und hydroxyliertes Produkt erfullen mu& Eine Nach- 
prufung dieser Stochiometrie an Modellhydroxylierungen 
gestaltet sich immer schwierig, weil nur das Enzym durch 
Konformationsanderungen im Protein die Moglichkeit 
hat, die Reduktion und Aktivierung des Sauerstoffs mit der 
Hydroxylierung des Substrates zu koppeln. Bei allen bisher 
bekannten Modellen findet gleichzeitig und sogar uber- 
wiegend neben der Hydroxylierung auch die Weiterre- 
duktion des Sauerstoffs zu Wasser statt. 

Die Verteilung der Produkte bei der enzymatischen Kata- 
lyse liefert im allgemeinen wegen der hohen Spezifitat der 
Reaktionen nur wenig Hinweise auf den Ubergangszustand. 
Im Falle der mikrosomalen Monooxygenasen der Leber 
handelt es sich jedoch um ein weitgehend unspezifisches 
Enzymsystem, das, wie Tabelle 2 zeigt, aliphatische Ver- 
bindungen selektiv und Aromaten elektrophil hydroxyliert. 
Ein weiteres Kennzeichen ist die Epoxidbildung und die 
Wanderung des aromatischen Substituenten in ortho-Stel- 
lung, die damit die chemischen Eigenschaften des ,,aktiven 
Sauerstoffs" schon weitgehend charakterisieren. iihnliche 
Angriffe von CH-Bindungen und Additionen an rc-Elek- 
tronensysteme sind auch von Carbenen oder Carbenoi- 
den[11e1 bekanntgeworden. Es liegt daher nahe, fur den 
aktiven Sauerstoff eine ,,oxenoide" Struktur anzuneh- 

1201, womit ein Angriff des Sauerstoffs als elek- 
trophiles Teilchen mit sechs Valenzelektronen definiert sein 
sol1 1' 2 11. 

4.1. Oxenoide Reaktionen 

Die Stochiometrie der Monooxygenase-Reaktionen IaDt 
vermuten, daB der aktive Sauerstoff die -0xidationsstufe 
des Peroxids oder die des Sauerstoffatoms besitzt. Wasser- 
stoffperoxid selbst ist ein zu schwaches Oxidationsmittel, 
um fur die beobachteten Hydroxylierungen verantwortlich 
zu sein. In dem M a k  aber, in dem die 0-0-Bindung 
durch Substitution polarisiert wird, steigt auch ihr Oxi- 
dationspotential an. Perbenzoedure oder Peressigsaure 

sind noch relativ schwache Oxidantien, die aber schon die 
Bildung von Epoxiden ermoglichen[1z21. Wesentlich star- 
ker ist die Trichlorperessigsaure, und die starkste polari- 
sierende Wirkung wird durch die Trifluormethylgruppe 
erreicht['23! Tabelle 3 enthalt die Oxidationsprodukte 
einiger Verbindungen, die rnit Trifluorperessigsaure umge- 
setzt wurden. 

Tabelle 3. Hydroxylierungen mit Trifluorperessigs2ure. 

Verbindung Produkte (% relative Ausbeute) Lit. 

2-Methylbutan (2-Methyl-1-butanolf3-Methyl- [124] 
1-Butanol), 3-MethyI-2-butano1, 
2-Methyl-2-butanol (1.7 : 5.8 : 92.5) 

Methylcyclohexan 1-, 2-, 3-, 4-Methylcyclohexanol, [124] 
Hexahydrobenzylalkohol 
(88.7 :3.1:3.6 :4.2:0.2) 

Methylphenol (32:68) 
[4-D]-Toluol 4-Methylphenol, [2-D]-4- ~ 1 2 5 1  

Acetanilid 2-, 3-, 4-Hydroxy-acetanilid (43 : 1 : 56) [44] 
4-Bromacetanilid 2-, 3-Hydroxy-4-bromacetanilid, [44] 

4-Hydroxy-3-bromacetanilid, 
4-Hydroxy-acetanilid (41 : 5:45:9)  

Die wesentlichsten Charakteristika der enzymatischen 
Reaktionen - Selektivitat, Elektrophilie und Substituenten- 
wanderung - finden sich auch bei den Oxidationen rnit 
Trifluorperessigdure, die am besten durch Annahme einer 
Mehrzentrenreaktion gedeutet werdenIz3* '''. 1261. 

R-C ' I  I H R-+-OH 

Damit steht auch der beobachtete Isotopeneffekt von 2.9 
bei der Hydroxylierung von Cyclohexan und Perdeuterio- 
cyclohexan in Einklang[861. Aromatische Verbindungen 
zeigen bei ihrer Hydroxylierung keinen Isotopeneffekt, da 
die Rearomatisierung des Zwischenproduktes der ge- 
schwindigkeitsbestimmende Schritt ist[861. Fur das Auf- 
treten eines Hydroxyl-Kations (OH') konnte aus Isoto- 
penexperimenten kein Anhalt gefunden werdenl'". '"1. 

4.2. Modellhydroxylierungen mit molekularem Sauerstoff 

Wenn auch ein oxenoider Reaktionsverlauf fur die Mono- 
oxygenasen sehr wahrscheinlich ist, so bleibt zunachst 
offen, wie ein solches Peroxid aus molekularem Sauerstoff 
entstehen kann und ob sich die Umsetzung einer Saure in 
fast wasserfreiem Medium rnit einer Enzyrnreaktion in 
waDrigem Milieu vergleichen IaDt. 

Das erste Hydroxylase-Model1 rnit molekularem Sauer- 
stoff wurde von Udenfriend et a1.['28* ' 2 9 1  vorgeschlagen. 
Es bestand aus dem Eisen(II)-hhylendiamintetraessig- 
saure-Komplex und Ascorbinsaure und katalysierte unter 
Einbau von molekularem Sauerstoff bei pH = 7 die elektro- 
phile Hydroxylierung aromatischer Verbindungen. Bres- 
low und L~kens['~~] wiesen jedoch nach, dal3 dieses System 
nur ein modifiziertes Fenton-Reagens ist, welches uber 
intermediar auftretendes Wasserstoffperoxid OH-Radikale 
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liefert. Diese Radikale bilden jedoch keine Epoxide und 
Alkohole, zeigen auch keine Substituentenwanderung und 
mussen daher als Modell fur den aktiven Sauerstoff ausge- 
schlossen werden[120! 

Das ,,Udenfriend-System" konnte in darauffolgenden 
Untersuchungen sehr vereinfacht werden, indem Ascor- 
bindure durch andere Reduktionsmittel und der Eisen- 
komplex durch weitere autoxidable Metallkomplexe des 
Eisen(ll)-, Kupfer(1)-, Titan(Irr)-, Vanadin(m)- und Zinn(11)- 
Ions ersetzt werden konnte. Diese Hydroxylierungssyste- 
me enthalten neben den OH-Radikalen eindeutig noch 
eine weitere Form des aktiven Sauerstoffs, die wesentlich 
reaktionsfahiger ist und auch Aliphaten unter Hydroxylie- 
rung angreift. Diese neue Hydroxylierungsreaktion lie0 
sich am besten bei der Sauerstoffreduktion mit Zinn(i1)- 
phosphat-Komplexen beobachten, da hier Wasserstoff- 
peroxid als Zwischenprodukt sofort zu Wasser reduziert 
wurde, ohne daB OH-Radikale auftreten konneni1311. 
Der Sauerstoff der eingefuhrten Hydroxygruppe stammte 
ausschlieBlich aus der Gasphase, und auch die Stochio- 
metrie erfullte die Bedingung der enzymatischen Reak- 
t i ~ n e n [ ' ~ ' ) :  

Allerdings erfolgte der Angriff der unbekannten, aktiven 
Form des Sauerstoffs unselektiv und fast statistisch an 
allen vorhandenen CH-Bindungen" '. l3'1. 

Diese erhohte Reaktivitat im Vergleich zum postulierten 
,,oxenoiden" Komplex der Monooxygenasen konnte durch 
eine geringere Stabilisierung des aktiven Sauerstoffs am 
Zinn(rv)-Ion hervorgerufen sein. Um die Modelle weiter 
den enzymatischen Reaktionen anzugleichen, wurden Ei- 
sen(e)-Chelate untersucht, die den fur das Cytochrom P 450 
charakteristischen Thiol-Liganden enthielten. Die schlech- 
te Wasserloslichkeit der organischen Chelatbildner zwang 
dazu, in organischer Phase zu arbeiten. 

Ein hydroxylierendes System mit neuen Eigenschaften 
wurde im Eisen(i1)-ZMercaptobenzoesaure-Komplex und 
Aceton als Losungsmittel gefunden. Unter Reduktion des 
molekularen Sauerstoffs hydroxyliert dieses System in gu- 
ten Ausbeuten nicht nur Aromaten nach einem elektro- 
philen Mechanismus, sondern auch selektiv aliphatische 
Verbindungen['24! Nicht gebildet werden jedoch Epoxide, 
und auch die charakteristische Substituentenwanderung 
1aDt sich nicht nachweisen. Inwieweit dieses System als 
Modell fur die Hydroxylierung dienen kann, steht daher 
noch nicht fest. 

Wesentlich fur die Weiterentwicklung der Modellreaktio- 
nen kann aber die Verwendung organischer Liisungsmittel 
sein, da sie sicher eher den Verhaltnissen im aktiven Zen- 
trum der Monooxygenase entsprechen als waBrige Losun- 
gen. Die Chemie und Thermodynamik der Sauerstoffre- 

oxy  - Oxenoid- 
komplex komplex 

j+ H@ 
+ 02n 

Fe3@+ 02H - 4 + H24 

duktion durch Metallkomplexe in nichtwaorigen Losun- 
gen muB jedoch erst noch naher untersucht werden. Es ist 
aber denkbar, daD sich unter Umgehung der waBrigen 
Phase auch die Protonierung der 0; -Zwischenstufe ver- 
meiden IaDt, wodurch bisher in den Modellreaktionen die 
Ausbeute vermindert wird. 

5. Ausblick 

Diese Ubersicht muBte sich aus Grunden der Anschau- 
lichkeit auf die exemplarische Besprechung der cyto- 
chrom-P-450-abhangigen Monooxygenasen beschranken. 
Aber auch von den k ~ p f e r - [ ~ ~ * ~ ~ ]  und flavinhaltigen 
En~ymen[~ ' -  521 sind einige Vertreter gut untersucht und 
auch in zusammenfassenden Arbeiten aufgefihrt wor- 

Monooxygenasen der oxenoide Mechanismus zu sein. Die 
notwendige Kopplung von Sauerstoffreduktion und Mo- 
nooxygenierung wird offensichtlich immer durch die sub- 
stratinduzierte Konformationsumwandlung der terminalen 
Oxidase erreicht. 

Da die Spinumkehr beim Cytochrom P 450 nach der Sub- 
stratbindung leicht optisch und iiber die Elektronenspin- 
Resonanz verfolgt werden kann, verspricht dieses Cyto- 
chrom ein geeignetes Modell fur das Studium der Enzym- 
Substrat-Komplexe zu werden. Auch fur die direkte Ver- 
folgung der Sauerstoffaktivierung im ubergangszustand, 
fur die allerdings noch keine geeigneten MeDmethoden zur 
Verfugung stehen, bietet das Cytochrom P 450 gute Er- 
folgsaussichten. AIle dazu bisher herangezogenen Modell- 
reaktionen weisen den Nachteil auf, daB die Sauerstoff- 
reduktion bei homogener Katalyse nicht auf der Stufe des 
aktiven Peroxids stehenbleibt, sondern uberwiegend unter 
Wasserbildung weiterverlauft. 

Es ist sogar denkbar, daB die enzymatischen Monooxyge- 
nierungen in Zukunft als Modelle fur chemische Hydroxy- 
lierungsprozesse dienen konnen. Auch unter diesem Aspekt 
erscheint ein weiteres Studium der Monooxygenasen 
lohnend, da die spezifische Einfuhrung von Hydroxygrup- 
pen in organische Verbindungen zweifellos ein wichtiges 
Anliegen der praparativen Chemie ist und sogar technisch 
wegen der billigen Reaktionspartner - Sauerstoff und elek- 
trische Energie - interessant ist. 
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