
Enzymatische Baeyer-Villiger-Oxidationen durch 
flavinabhangige Monooxygenasen 
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Seit einiger Zeit findet die Biochemie der Mikroorganismen wieder verstarktes Interesse. 
Dies beruht nicht zuletzt auf der Tatsache, dal3 standig rnehr unnatiirliche organische Sub- 
stanzen in die Biosphire gelangen und deshalb Mikroorganismen zum Abbau dieser Xeno- 
biotica gesucht werden. Weiterhin haben Fortschritte auf dem Gebiet der Gentechnologie 
neue Moglichkeiten eroffnet, die ,,chemische Fabrik" der Bakterien zu nutzen. Durch die 
I3aeycr-Villiger-Reaktion konnen relativ einfach Ketone in Ester oder Lactone umgewan- 
delt werden; die Reaktion ist fur die organische Synthese PuDerst niitzlich. Jedoch lafit die 
Ausbeute zu wunschen iibrig, und hin und wieder sind drastische Reaktionsbedingungen 
notig. Es gibt nun Bakterien, die in Medien rnit aliphatischen Verbindungen leben konnen 
und Enzyme besitzen, die Baeyer-Villiger-Reaktionen katalysieren. Diese Enzyme, soge- 
nannte Monooxygenasen, sind am Abbau acyclischer und alicyclischer Ketone zu einfdche- 
ren Verbindungen beteiligt. Bemerkenswert ist die Vielzahl von Reaktionen, die von einigen 
dieser Enzyme katalysiert wird. Aufgrund dieser Mannigfaltigkeit und der Zuganglichkeit 
von reinen Enzymen rnit Hilfe der Gentechnologie erhohen sich die Chancen, diese Bioka- 
talysatoren als Reagentien fur die organische Synthese nutzen zu konnen. 

1. Einleitung 

Die Oxidation von Ketonen zu Estern oder Lactonen 
durch die Baeyer-Villiger-Reaktion ist eine zuverlassige 
und ausgesprochen niitzliche Reaktion in der organischen 
Synthese1'-31. Im allgemeinen verwendet man fur die 
Baeyer-Villiger-Reaktion Persluren, da die Reaktion rnit 
einfachen Peroxiden, wenn uberhaupt, nur mit geringen 
Ausbeuten ablauft. Die sich leicht bildenden, oft isolierba- 
ren tetraedrischen Peroxy-Addukte aus Ketonen und 
H?OPl oder Alkylhydroperoxiden neigen nur wenig zu der 
fur die Entstehung der Ester oder Lactone notwendigen 
Alkylgruppenwanderungls-''l. Durch Persauren konnen 
die tetraedrischen Addukte leicht zu den entsprechenden 
Carbonsauren oxidiert werden. Einige Reaktionsgeschwin- 
digkeiten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Dies moge als Hin- 

T a b e l k  I. Keaklionsgeschwindigkeitcn der Raeyer-Villiger-Oxidation von 
drei Substraten mil  verschiedenen Keagentien. 

Reagens Cyclohexanon Cyclohexyl- Acelophenon 
-- - _ _ ~ .  

methylkeron 

/HuOOH langsam langsam langsam 
H 2 0 2  langsam langsam langsam 
C,H,CO,Il 96-158x10 ' 11.7-14.1~10 ' 1.5x10- '  

M - l  j - '  M - l  s - I  M - ' S  ' 
(CIICIJ, 25°C) (CIICIJ, 15°C) (CHCI,, 28°C) 

CF3C0,H 6.1 x lo-'  5.7x 10 ' 1.7 x 10 ' 
M - '  s -  I M ' S  ' M ' s ' [a] 

~~~ _- - - . 

la] Fur lsopropylmethylketon. 
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[ ' I  Neue Adresce: 

tergrundinforrnation zur chernischen Baeyer-Villiger-Oxi- 
dation geniigen. Im folgenden sol1 der aktuelle Wissens- 
stand der biologischen Baeyer-Villiger-Oxidation - Enzy- 
me, Cofaktoren und Substrate - prasentiert werden. 

In  Tabelle 2 sind sieben Reaktionen aufgefuhrt, bei de- 
nen es sich urn enzymkatalysierte Baeyer-Villiger-Oxida- 
tionen handelt, wofur Stochiometrie und in einigen Fillen 
die Ergebnisse detaillierter mechanistischer Untersuchun- 
gen sprechen. Die ersten funf Transformationen (a)- (e), 
Campher zu Campholid[''l, 2-Tridecanon zum entspre- 
chenden Acetat["l, Progesteron zu Testosteronacetat'"', 
Cyclohexanon zu c-Caprolacton["l bzw. Tetradecanal zum 
entsprechenden Carboxylat"hl, werden alle durch bakte- 
rielle Enzyme katalysiert, die bis zur Homogenitat gerei- 
nigt und als einheitliche Biokatalysatoren charakterisiert 
wurden. Wie im folgenden Abschnitt naher beschrieben, 
benotigen alle funf Enzyme molekularen Sauerstoff als 
Cosubstrat ; sie enthalten oder verwenden Riboflavinderi- 
vate als Cofaktoren und enthalten keine ubergangsmetal- 
le. Reaktion (e) wird durch Leuchtbakterien katalysiert, 
wobei als ,,Nebenprodukt" der Oxidation des Aldehyds 
zur Carbonsaure Photonen - blaugriines Licht - entste- 
hen"". Viele Leuchtfische beherbergen diese Photobakte- 
rien in ihren Leuchtorganen. 

Die letzten beiden Transformationen (f) und (8) sind 
Teil des Metabolismus der hepatotoxischen, carcinogenen 
Aflatoxin-Schimmelpilze. Bei der Umwandlung von Afla- 
toxin B zu Aflatoxin G I  findet eine oxidative Ringerweite- 
rung des anellierten Cyclopentanons zu einem Sechsring- 
lacton statt. Die zweite Transformation spielt, so wird ver- 
m~te t l "~ ,  in einem friiheren Stadium der Aflatoxin-Biosyn- 
these eine Rolle. Bei beiden Reaktionen sind bisher keine 
weiteren biochernischen Informationen vorhanden. Es gibt 
dariiber hinaus Dutzende weiterer Beispiele von Natur- 
stoffen und biogenetischen Reaktionswegen im Pflanzen- 
metabolismus, bei denen Baeyer-Villiger-Reaktionen po- 
stuliert oder wahrscheinlich gemacht wurden. 
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Tnhclle 2. Biologische Baeyer-Villiger-Oxidationen. -_ _ _ ~  

0 0 
II 0 2 . m  

CH3(CHZ)&H2CCH3 CH3(CH2)9CH20CCti3 + H20 ( b) 
2-Tridaconon- 
Owam Undecylacetat 

0 

02. W. FUN 

b) Lusn.ms 

CH3(CH2)12CH0 ZH- -+ CH,(CH,),,CO~ + H ~ O  
-t hv (490 nrn) 

0 0  

O%2 
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Aflatoxin B Aflatoxin G, 
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OH 0 OH 1 Averufin 

HO 
0 

Versiconalacetat 

Angesichts der Beobachtung, daD bei den funf bisher 
isolierten Enzymen der Baeyer-Villiger-Reaktion moleku- 
larer Sauerstoff als Cosubstrat und Flavine als Cofaktoren 
au:treten, wollen wir im nachsten Abschnitt unsere Auf- 
mc rksamkeit den Oxygenasen und deren Cofdktoren zu- 
wenden. 

2. Klassifizierung der Oxygenasen 

Enzyme, die reduktiv Sauerstoff (0,) aktivieren und ihn 
in Substrate einbauen, werden in Mono- und Dioxygena- 
sell eingeteilt, je nachdem, ob ein oder zwei Atome des 
rnolekularen Sauerstoffs auf dem Weg zu den Reaktions- 
produkten in das Substrat ,,Su" eingefuhrt werdeniiX1 (Abb. 
1). Dioxygenasen enthalten norrnalerweise fest gebunde- 
nes Eisen, sei es in einern Ham-Kornplex oder in anderer 
Umgebung. Beispiele sind die Enzyme fur 1,4-Dioxygenie- 
rungen in der Prostaglandin- und Leukotrien-Biosynthese, 
fur die Funktionalisierung aromatischer Ringsysteme 
durch Mikroorganismen, z. B. die Urnwandlung von Ben- 
zol zum cis-1,2-Dihydroxy-Derivat, und fur die oxidative 
Spaltung von Phenolen und Brenzcatechinen beim biologi- 
schen Abbau arornatischer Ringsysteme. Monooxygena- 
sen. zu denen als Unterklasse die ,,Haeyer-Villiger-Enzy- 
me" zahlen, weisen dagegen eine groBere Vielfalt an Co- 
faktoren auf und zeichnen sich dadurch aus, daB aus ei- 
nem der beiden Sauerstoffatorne des O2 stets H 2 0  gebildet 

wird. Die Erzeugung der aktiven sauerstoffubertragenden 
Spezies wird bei den Monooxygenasen durch Systerne be- 
werkstelligt, die zu Zweielektroneniibertragungen fahig 
sind, wobei Ubergangsmetalle (Fe, Cu)  oder gebundene 
organische Cofaktoren (Pteridine oder Flavine) beteiligt 
sind. Die Bildung von Oxometallverbindungen oder ande- 
ren oxidierten Intermediaten wird durch die sukzessive 
Ubertragung von zwei Elektronen auf O2 moglich. Die all- 
gerneine Stochiornetrie gibt Gleichung ( I )  in Abbildung I 
wieder. 

Dioxygenasen 

0) SuH, + 0, -+ SU-OOH oder Su I /o 
\O 

COOH Fe-Enzyme 
COOH (Cu-Enzyme) 

OH 

Monooxygenasen 

SUH + XH2 + 0, + X + SU-OH + H20 (1) 

Fe - Enzyme 
Cu - Enzyme 
Fe - Pterinenzyme 

-+ Flavoenzyrne 

Abb. 1. D ie  beiden Klnssen von Oxygenasen und ihre katalytische Reaktivi- 
tat. Dioxygenasen heniitigen Metalle als Cofaktoren. wahrend hei den Mo- 
nooxygenasen Meta lk  oder organische Cofaktoren heteiligt sind. 

Man unterscheidet nach Cofaktoren vier Typen von Mo- 
nooxygenasen (Tabelle 3). Eine typische flavinabhangige 
Monooxygenase reprasentiert die bakterielle p-Hydroxy- 
benzoesaure-Hydroxylase, die die orrho-Hydroxylierung 
eines aktivierten Arylsystems zu Hrenzcatechin-Derivaten 
katalysiert['yl. Iler zweite Typ von Monooxygenasen ent- 
halt einen fest gebundenen organischen Cofaktor. Als Bei- 
spiel sei das erste Enzym der Hiosynthese des Neurotrans- 
mitters Adrenalin, die Phenylalanin-Hydroxylase, erwahnt, 
das eine komplizierte regiospezifische Funktionalisierung 
des nichtaktivierten Phenylalanins zurn Tyrosin ermog- 
licht. Wahrend im Falle der Flavoenzyrne das Dihydroni- 
cotinamid NADPH die Reduktionsaquivalente liefert, ver- 
wendet die Phenylalanin-Hydroxylase Tetrahydrobiopte- 

Tahelle 3. Vier Typen von Monooxygenasen katalysieren die Reduklion vo!: 
molekularem Sauerstoff zu Wasser bei gleichzeitiger Oxidation eines Sub- 
strats. Die Klassifizierung erfolgr anhand der Cofaktoren. 

~ ~- -~ 

1) FI 0 
+ 2 NADP@ + H20 

Flavin + 2 NADPH + 0 2 A  
HO HO 

OH 

2) 0 

3) 3H H 

*NH; H20 + Dshydro- 
HO HO oscorbat 

I b H  OH 

CytochmmP450 
OH + 2 M D P @  + H20 

4, 

o&H 

+ 2 W P H  + 0 2 h  

4) v V 

OH + 2 M D P @  + H20 
CytochmmP450 + 2 W P H  + 0 2 h  

H H 
--- -_ 
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rin, wobei zunachst das 4a-Hydroxy-pterin gebildet wird, 
welches schliealich enzymatisch zum chinoiden Dihydro- 
biopterin dehydratisiert. Fur die Aktivitat der Phenylala- 
nin-Hydroxylase ist ferner Eisen im aktiven Zentrum not- 
wendig: es ist nicht unwahrscheinlich, da8 eine hochva- 
lente Oxoeisenverbindung im aktiven Zentrum die eigentli- 
che oxygenierende Spezies ist[201. Ein Beispiel fur den drit- 
ten Typ von Monooxygenasen ist Dopamin-i3-Hydroxyla- 
se; sie findet sich auf demselben Biosyntheseweg, ist 
jedoch ein kupferabhangiges Enzyrn. Es hydroxyliert 
Dopamin in benzylischer Position zu Noradrenalin["'. Das 
Reduktionsagens XH2 ist Ascorbinsaure, das wohlbe- 
kannte Vitamin C. 

Der vierte Typ schliel3lich sind eisenhaltige Enzyme. 
Unser Beispiel ist ein Hiim-Protein aus der Familie der 
P,,&ytochrome. welches Campher in die 5-e.xo-Hydroxy- 
verbindung iiberfuhrt; diese Reaktion steht am Beginn des 
Katabolismus dieses bicyclischen Substrats. Die Hydroxy- 
lierung der nichtaktivierten CH,-Gruppe lauft regio- und 
stereoselektiv ab["I. 

Die Haeyer-Villiger-Enzyme sind flavinabhangige Mo- 
nooxygenasen; die katalytischen Fahigkeiten dieser Vit- 
amin-R,-Enzyme werden im folgenden geschildert. In Ab- 
bildung 2 sind die coenzymatisch aktiven Formen von Ri- 
boflavin, das 5'-Phosphat FM N (Coenzym der Luciferase) 

Ahh. 2. Kihollnvin (Vitanlin B2) und seine als Enzym-CoTdktoren aktiven 
tormen. 

und der 5'-ADP-Ester FAD dargestellt. FAD ist das wich- 
tigste Coenzym in flavinabhangigen Monooxygenasen: es 
ist meist fest (iiber mehrere Katalysecyclen) an das aktive 
Zentrum gebunden. [)as tricyclische lsoalloxazin nimrnt 
bei der Redoxkatalyse eine Schliisselstellung ein. Die 
Rolle des exogenen Reduktionsagens NADPH ist lediglich 
die Umwandlung von gebundenem FAD in das 1,5-Dihy- 
droregioisomer FADH,. 

FADH: (und FMNH2) enthalt einen zentralen Dihydro- 
pyrazinring, der leicht unter Abgabe von einem (Rildung 
eines Semichinons) oder zwei Elektronen reoxidiert wer- 
den kann; das System FADHJFAD spielt in der Bioche- 
mie als Ein- und Zweielektroneniibertrager eine grol3e Rol- 
le'?21 (Abb. 3). Die kinetischen und thermodynamischen Ei- 

R 

E - FAD 

reduktive 
Halbreaktion 

genschaften des Semichinon-Intermediates bilden die 
Grundlage fur die schnelle Reaktion von FAI)H2 mit O,, 
bei der das Radikalanion OFo, das ,,Hyperoxid-Ion". und 
FADH" entstehen. Die schnelle Rekombination der Radi- 
kale fiihrt zu 4a-Hydroperoxyflavin, welches erstmals bei 
der bakteriellen Luciferase mit Hilfe cryoenzymologischer 
Untersuchungen als Zwischenstufe charakterisiert werden 
konnte'2'1. Das Hydroperoxyflavin kann nun entweder un-  
ter H?O,-Abspaltung wieder in das reoxidierte Flavin 
iibergehen oder aber in einer intermolekularen Reaktion 
im aktiven Zentrum eines Flavoenzyms durch die Spaltung 
der 0-0-Bindung ein Substrat monooxygenieren. Die da- 
bei gleichfalls entstehende Pseudobase 4a-Hydroxyflavin 
reagiert unter intramolekularer Abspaltung von H 2 0  
schliel3lich weiter zu FAD, das dann fur einen weiteren 
Katalysecyclus zur Verfiigung steht (Abb. 4). 

1 R 

F l a w -  4a - OOH \ 

Flavin- 4a - OH 

Ahb. 4. Mogliche Reaktion des redurierten Flavins mil Sauerstoff. [)as Hy- 
droperoxyflavin-lntermediat kann entweder direkt zu oxidiertem Flavin und 
H:O? zerfallen oder unter Bildung des 4a-Hydroxyflavins ein Substrat XH 
oxygenieren; Wasserahspaltung fiihrt auch dann zum oxidierten Flavin. 

Die Substrate, die mit Flavoenzymen monooxygeniert 
werden konnen, lassen sich in drei Kategorien einteilen: a) 
Phenole (reagieren zu Rrenzcatechinen), b) Heteroatom- 
Verbindungen (zu den entsprechenden Oxiden), c) Ketone 
(zu Estern oder Sauren). Die letzte Kategorie sol1 im fol- 
genden diskutiert werden. 

R 2eQ - 

l e Q  - 
Reoxidation 

0 
I: - FADH2 

oxidative 
Halbreaktion 

6 6 
Hg" + Hgo 

Fe/S- Cluster 

Harneisen - Zentren 

reduktive 02-Aktivierung + 

Ahh. 3. Die Vielseitipkcit dc, tdd!iti-( olLklor\ in der Ksdo\hdldlyse heruhr a u f  w n e r  tdhlgheil bowohl 7um t.in- al:. auch Lum 
Zweielektronentransfer. t: - Enzyni. 
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3. Flavinabhangige Monooxygenasen fur 
Baeyer-Villiger-Oxidationen 

Lwar wird im Zentrum dieses Beitrags Cyclohexanon- 
Monooxygenase, das mechsnistisch am besten untersuchte 
Beispiel eines Baeyer-Villiger-Enzyms, stehen, doch sei 
vorher kurz auf einige andere Flavoenzyme aus Tabelle 2 
eingegangen. Pseudomonaden vermogen auf Campher als 
einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Ihre Strategie fur 
die Umwandlung des Bicycloheptan-Geriistes in metabo- 
lisch verwertbare Bausteine ist einzig die Monooxygenie- 
rung. 

Wie in Abbildung 5 dargestellt, kann Campher zwar di- 
rekt durch einen enzymatischen Baeyer-Villiger-ProzeB 
ox ygeniert werden; der wichtigere rnetabolische Weg Iauft 

. N A D P H ,  02 

' 0  
( Baeyer-Vil l iger) 

N A D P H ,  0 2  

( P 4 5 0 )  

Campher 

H 0 

FDPH (Baeyer-Vil l iger 

7 

B 
SCoA @ooc 0 

0 

NADPH I Baeyer-Villiger 

p o  
spontan (7 )  

0' SCoA 

H %ao 
B y  SCoA 

Abb. 5. Der oxidative Abbau von Campher. Die einleitende Hydroxylierung 
durch eine Cytochrorn-P,wMonooxygenase aktiviert das bicyclische System 
fur die nachfolgenden I-ragmentierungen der Ringe durch Raeyer-Villiger- 
Oxidationen. 

jetloch zunlchst iiber die Bildung des 5-exo-Alkohols 
durch die P,,,-Campher-Hydroxylase (Zeile 4 in Tabelle 
3),  die anschlieBende Oxidation des Alkohols zum Diketon 
und schlienlich uber eine Baeyer-Villiger-Oxidation unter 
der erwarteten Einfiihrung eines Sauerstoffdtoms zwischen 
Carbonyl-C-Atom und Briickenk~pf-C-Atom~".'~~'~' . Das 
resultierende Lacton ist in schwach basischem Milieu in- 
stabil; es zerfallt zu einem monocyclischen Cyclopentenon 
mit einer Carboxymethyl-Gruppe. Die Saurefunktion wird 
in den Coenzym-A-Thioester iiberfiihrt und der letzte Ring 
schliel3lich mit einem weiteren Baeyer-Villiger-Enzym zu 
acyclischen Metaboliten geoffnet. Hier ist die Schliissel- 
rolle verschiedener Raeyer-Villiger-Enzyme fur den Abbau 
von Kohlenstoffgeriisten gut zu erkennen. 

Die 2-Tridecanon-Oxygenase von Pseudornonas cepacia 
erwies sich als hochst unselektives Enzym zur Insertion 

von Sauerstoff (Abb. 6). Sie wandelt C7- bis C,,-Methylke- 
tone in die entsprechenden Alkylacetate um. Dariiber hin- 
aus akzeptiert sic jedoch auch alle anderen langkettigen 
CI3-Ketone, wobei das Sauerstoffatom auf beiden Seiten 
der Carbonylgruppe eingebaut wird: so entsteht aus 6-Tri- 
decanon sowohl Hexansaureheptylester als auch Octan- 
~aurepentylester"~'. Dieses Enzym setzt auch Cyclopenta- 
non und Cyclohexanon um. Die gereinigte FAD-abhan- 
gige Steroid-Oxygenase aus Cylindrocarpon radicicola['"' 
wandelt sowohl Progesteron in Testosteronacetat als auch 
Androstendion in Testololacton u m :  sie sol1 dariiber hin- 
aus auch vicle andere C17- und  CZO-Ketosteroide metabo- 
lisieren. 

- Alkylacetate C7 - C,,-Methylketone 

Alle Tridecanon- lsornere sind Substrate, Eelspiel: 

0 Pentyloctenoat A 6 - Tridecanon -:- 
d o -  

Heptylhexanoat 
0 0 
I1 

Abb. 6. Alkylmethylketon-Katabolismus durch die Tridecanon-Oxygenase 
von Pseudomonas rrpacia. Remerkenswen ist die Fihigkeit dieses Enzyms. 
das Sauersroffalom auf beiden Seiten der Carbonylgruppe einfuhren xu kdn- 
nen. Die Oxygenase ist ein dimeres Flavoprotein ( 2  x 55 kDa): es rnacht 3% 
des loslichen Zellproteins aus. kk,,,  = 100 min I. 

Luciferase ist das strukturell am besten untersuchte Fla- 
voenzym; es ist seit ca. zwanzig Jahren aus einer Reihe von 
Photobakterien in reiner Form ~erfiigbar['~]. Das Enzym ist 
ein up-Dimer. Es unterscheidet sich von anderen Flavoen- 
zymen darin, daB es FMN nur schwach bindet und ein 
weiteres Enzym fur die Reduktion von FMN zu FMNHz 
benotigt. FMNHz diffundiert dann zum aktiven Zentrum 
der Luciferase. Aufgrund der Tatsache, daB mit gereinigter 
Luciferase in Gegenwart von O', FMNH2 und Tetradeca- 
nal nur ein Turnover stattfindet (wegen kompetitiver nicht- 
enzymatischer Autoxidation des FMNH2), sind ,,steady 
state"-Untersuchungen sehr schwierig. Das Hauptinteresse 
a n  der Luciferase-Keaktion gilt dem ,,Nebenprodukt", 
Emission von blaugriinem Licht =490 nm, Quanten- 
ausbeute 0. I ) .  Moglicherweise reagiert FM N-4a-OOH mit 
dem Aldehyd zu einem tetraedrischen Addukt, das dann 
unter C-H-Bindungsbruch nach Art einer Baeyer-Villiger- 
Keaktionlzx1 zur entsprechenden Carbonsaure und FMN- 
4a-OH zerfallt. Dieses Modell erklart jedoch nicht die 
Lichtemission. Hasrings et al. haben vorgeschlagen, dan 
angeregtes FMN-4a-OH diejenige Spezies ist, die entweder 
selbst Licht emittiert oder die Anregungsenergie auf einen 
Acceptorchromophor iibertragt. FMN-4a-OH entsteht 
nach dieser Theorie irn angeregten Zustand bei der Frag- 
mentierung iiber einen intramolekularen Elektronentrans- 
fer; dabei werden primar die Carbonsaure und ein Ilirddi- 
kal mit intramolekularer Ladungstrennung gebildet. Die 
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,,Ladungsneutralisierung fiihrt schlienlich zum angeregten 
Zustand des Hydroflavins“l’yl (Abb. 7). Dieser Mechanis- 
rnus wurde auch von Ghisla et al. vorgeschlagen[’”.”l. In [)as Enzyrn wurde erstrnals von Trudyill et al.[’51 aus Aci- 
Modelluntersuchungen mit N5-Ethyl-4a-hydroperoxyfla- netohacrerien und Nocardien isoliert, gereinigt und als pel- 
vin wurde Chemilumineszenz mit geringen Quantenaus- bes, FAD-haltiges Enzym von 60 kDa charakterisiert. Die 
beuten beobachtetl”]. aktive Form des Enzyms ist ein Monomer, das ein FAD- 

Molekiil pro Enzymmolekiil fest, aber nichtkovalent ge- 
bunden hat. Das Acinetobacter-Gen wurde kiirzlich in E.  
coli kloniert und exprimiert. Aus der DNA-Sequenz 
konnte die erste Primarstruktur eines Haeyer-Villiger-En- 
zyrns bestimmt werden[””. Die Analyse der ersten 50 Anii- 

4. Eigenschaften der Cyclohexanon-Monooxygenase 

R R 

H O  
2 0 

I 
A Q K M Di F -DA I V I>  G G FGsL1YAV.K K L R D  

2 i - I  ~ I I I I I 1 - 1  I !  
c M T K  H / Y . D Y I A I . G G G S G G I ~ S  I . N R A A M  

Ahh. 9. Sequenzvergleich der FADhindendeii Region yon Cyclohewnon- 
Monooxygenase (A) sowie der Glutathion-Redukrase aus Menschenlrhcr f.8) 
und E. coli (C). Alle drei Sequenztin hefinden sich nahe a m  NE12-Terniiiius 
und weisen eine hohe Homologie auf. 

Ahh. 7. Moglicher Mechanismus der hakteriellen Lucil‘erane-Reak[ion. 

nosauren am NH,-Ende offenbarte eine Homologie zu den 
FAD-bindenden Domanen anderer Flavoenzyme, wie der 
Glutathion-Reduktase, deren Kristallstruktur bekannt ist. 
Die Glycin-Cluster reprasentieren einen Teil der FAD-bin- 
denden Domane im Enzym (Abb. 9). [>as UV/VIS-Spek- 

Das Enzym Cyclohexanon-Monooxygenase wurde in 
den Bodenbakterien Nocardia, Pseudomonas und Acineto- 
hacter entdeckt, die auf Cyclohexanol als einziger Kohlen- 
stoffquelle wachsenl”]. Der Schliisselschritt der Metaboli- 

N A D ”  N A D P H  O2 
OH \ o \  

N A D P H  0 2  0 
r nQ 

0: ,“ ’ ol*\ b , , , ~ f l O  H - 2 0  

N A D H  N A D P @  H ~ O  

Ahb. 8. Katabolisrnus von Cyclohexanol und rran~-l,?-Cyclohexandiol in 
Acbwrobacfrr. Die Cyclohexanon-Monooxvgenase katalysiert den zweiten 
Schritt in diesem Ahhauweg. X [nml - 

Ahb. 10. UV/VIS-Speklrum der reinen (yclohexanon-Monoox)genase. 
T 4 q =  11.3 mM ’ Cm- 

sierung cyclischer Ketone ist die Ringerweiterung nach ei- 
nem Baeyer-Villiger-Mechanismus zum Siebenring-Lac- 
ton. Die anschlieBende Hydrolyse fiihrt zu einer Hydroxy- 
carbonsaure, welche zu C2- und C,-Metaboliten weiter ab- 
gebaut wird (Abb. 8). 

trum des Enzyms zeigt Abbildung 10; man erkennt die bei- 
den charakteristischen Absorptionsmaxima bei 375 und 
450 nm. 
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Trudgill et al. haben nachgewiesen, daR das Enzym cy- 
clische C4- bis C8-Ketone metabol i~ier t [ '~ ."~ (Abb. 1 I ) ;  wir 

kung von Cyclohexanon-Monooxygenase auf Phenylacet- 
aldehyd fiihrt zur Wanderung sowohl des Wasserstoff- 
atoms als auch der Benzylgruppe (2 : 1 Wasserstoff: Ben- 
zyl), und man erhiilt 65% Phenylessigshre, 23% Renzylal- 
kohol und 12% Henzylformiat. Ein umgekehrtes Bild (7 : 1 
bis 2 : I Renzyl : Wasserstoff) ergibt sich bei der entspre- 
chenden nichtenzymatischen Behandlung rnit verschiede- 
nen Perslureni'8i. Aliphatische Aldehyde, z. B. Butyralde- 
hyd (Abb. 12), reagieren sowohl rnit Cyclohexanon-Mono- 
o x y g e n a ~ e ~ ' ~ ~  als auch mit Per~xid-Reagentien"~ nur zu den 
entsprechenden Carbonsauren. Bei der Oxidation der Al- 
dehyde durch dieses Enzym ist im Gegensatz zur Lucifera- 
se-Reaktion keine Lichtemission entdeckt worden. Die 
molekularen Grundlagen fur diesen Unterschied sind noch 
unklar. 

LTo Corynebocterium 

' t J  
Abh I I .  C'ycli.rchc. Kctone Subsriare der ('yclohenanon-Monoonygenase. 

fanden, daR auch Cyclononanon in Gegenwart von O2 und 
NADPH durch das reine Elnzym umgesetzt wird. Das En- 
zym zeigt sogar eine noch breitere Spezifitat; selbst acycli- 
sche Ketone und Arylketone wie Acetophenon werden ak- 
zeptiertI3']. Das Elnzym oxygeniert auch Campher, Fen- 
chon und sogar - wenn auch langsam - Pregnelon['sl. Mit 
frischem Enzym erhalt man eine gute Kopplung der 
NADPH-Oxidation rnit der Oxygenierung des Ketons, und 
nur 0.30/0 des reduzierten O2 gehen als H 2 0 2 ,  welches vom 
intramolekularen Zerfall von FAD-4a-OOH herruhrt, ver- 
loren'"'. Mit dem Altern des Enzyms, mit dem eine Dena- 
turierung im Bereich des aktiven Zentrums einhergeht, 
stcigt der Anteil der ungekoppelten 02-Reduktion auf 2.- 
390 des llmsatzes an. 

4.1. Ein Biokatalysator 
f u r  die Baeyer-Villiger-Oxidation 

I>ie Neigung zur Umlagerung beim ProzeB der Sauer- 
stoffinsertion wurde an zwei Substrattypen untersucht. Bei 
der Umsetzung von 2-Methylcyclohexanon wird Sauerstoff 
nur zwischen Carbonylgruppe und hoher substituiertes 
Kohlenstofpatom eingeschoben (Abb. I)['". Phenylaceton 
wird zu Benzylacetat umgesetzt, was die ausschlieflliche 
Wanderung der Benzylgr~ppe'~'', in Ubereinstimmung mit 
der nichtenzymatischen Reaktion von Phenylaceton rnit 
Trifluorperessigsaure, widerspiegelt (Abb. 12). Die Einwir- 

0 n 

m03.ygPP.50 

Abh. 12. Die Cjrnlagerungsrichtung bei der Sauerstoffinsertion durch die Cy- 
clohexanon-Monooxygenase gleicht in der Regel der bei den entsprechenden 
nichtenzymatischen Reaktionen, L. H. mil Trifluorperessigsaure. Entgegenge- 
selzte Pralerenzen beruhen mdglicherweise auf sterischen Einfliissen irn akti- 
ven Zentrum. 

Die nichtenzymatische Baeyer-Villiger-Reaktion verlauft 
unter Retention der absoluten Konfiguration a m  wandern- 
den KohIens tof f~ent rum'~~~.  Dies ergab auch die Umwand- 
lung von (2R)-[D,]Cyclohexanon, bei der, wie NMR-Stu- 
dien ergaben, unter Retention der Konfiguration das ent- 
sprechende Monodeuteriolacton entsteht (Abb. 13a)"". 
Um eine Reaktionsfolge Enolisierung, Epoxidierung, Um- 
lagerung (Abb. 13b unten) ausschliel3en zu konnen, wurde 
das Enzym rnit 2,2,6,6-Tetradeuteriocyclohexanon inku- 
biert und die deuterierten Lactone mittels GC/MS analy- 
siert; da  kein Deuteriumverlust eintritt, ist dieser Mecha- 
nismus auszuschlieRen, und alles spricht fur den in Abbil- 
dung 13b oben gezeigten Weg. Alle Befunde stutzen die 
These, daR die Cyclohexanon-Monooxygenase ihre Sub- 
strate nach Art einer Baeyer-Villiger-Oxidation umsetzt, 
wobei ein tetraedrisches Addukt als Intermediat auftritt. 

Fur den Nachweis, daR nicht etwa H 2 0 Z ,  das durch die 
2e"-Reduktion von 0: entsteht, das Oxidationsagens ist, 
wurde das Enzym rnit NADPffi, H 2 0 2  und Cyclohexanon 
inkubiert: Es entstand kein L a ~ t o d ~ ~ ] .  Dieser Befund und 
die Ergebnisse spektroskopischer Untersuchungen der 
,,pre-steady state"-Kinetik, sprechen fiir die Beteiligung 
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tralen Ring, urn nur einige zu nennen (Abb. 15). Es gibt 
jedoch bisher keinen einzigen Hinweis auf die Existenz 
dieser Spezies, und es ist daher sinnvoll, an Flavin-4a-hy- 

E.FAL)H, Su.4 

k D P H  

R 

I 
HZO 

R I1 

E FAD E FAD P U W 
Ahh. 14. Vorschlag f u r  den Mechanismus der Sauerstoflinserlion durch die 
Cyclohexanon-Monooxygenase. Die Oxidation des reduzierten Flavins fiihrt 
zum E-FAD-4a-0011, das als Saucrstoffdonor fungien. Die Eliminierung 
von Wasser regeneriert oxidiertes Flavin fur den nichsten Katalysecyclus. 

Abb. 15. Wetrere Moglichkeiten fur sauerstorlubertragcnde Intermcdiatc. ah- 
gelcitet vom FAD-4a-OOH. Es giht jedoch bisher keine konkreten Hinwise  
auf diese Spezies. 

sich die Flavinhydroperoxide gut in eine Reihe von akti- 
vierten Peroxiden und Persauren e i n f i i g e ~ ~ ~ ~ ' ] ;  dabei wurde 
das Sauerstoffubertragungspotential dieser Verbindungen 
mit den pK,-Werten der entsprechenden OH-Verbindun- 
gen korreliert. 

4.2. Heteroatorn-Oxidationen 
durch Cyclohexanon-Monooxygenase 

Angesichts der Reaktivitat von Flavin-4a-00H bei der 
N- und S-Oxidation stellte sich die Frage, o b  auch Raeyer- 
Villiger-Enzyme diese Reaktion katalysieren. Ferner war 
zu erwarten, daD eine Alkylhydroperoxiden aquivalente 
Verbindung bezuglich der Sauerstoffubertragung eine arn- 
bidente Reaktivitat zeigt: als Nucleophil greift sie Carbo- 
nylkohlenstoffatome an und als Elektrophil nucleophile 
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nase f o r m ~ l i e r t ~ ~ ~ ~ .  NADPH bindet an den Enzym-FAD- 
Kornplex ( E .  FAD) und reduziert diesen sehr schnell 
( >  50000 min-'). Das entstandene FADH? seinerseits 
wird in Gegenwart von O2 noch schneller reoxidiert und 
bildet FAD-4a-OOH, das deprotoniert wird (pH-Optimum 
des Enzyms=9.0) und als Nucleophil am Keto- oder Alde- 
hydcarbonylkohlenstoffatom angreift. Das tetraedrische 
Addukt zersetzt sich unter Umlagerung (Alkyl- odrr  H- 
Wanderung und Spaltung der schwachen 0-0-Bindung). 
Man erhalt den Ester (oder die Saure) und FAD-4a-OH, 
welches unter Wasserabspaltung wieder FAD ergibt. 

Man kann kompliziertere Varianten dieses Mechanis- 
mus formulieren, wobei Flavin-4a-00H nicht die sauer- 
stoffubertragende Spezies ist, sondern nur ein Vorlaufer 
aktiverer Verbindungen, z. B. eines Flavin-oxaziridinsl ei- 
nes cyclischen 4a,lOa-Peroxids, eines Flavinperepoxids 
oder eines Flavincarbonyloxids mit einem geoffneten zen- 
tralen Ring, urn nur einige zu nennen (Abb. 15). Es gibt 
jedoch bisher keinen einzigen Hinweis auf die Existenz 
dieser Spezies, und es ist daher sinnvoll, an Flavin-4a-hy- 
droperoxid festzuhalten. Es bleibt allerdings die Frage, ob 
seine Oxidationskraft ausreicht. Aus Untersuchungen von 
Bruice et al. existieren zwar I>aten hinsichtlich der N- oder 
S-Oxidation, jedoch nicht fur Baeyer-Villiger-Reaktio- 
nenl"]. Fur N- und S-Oxidationen ist das NS-Alkyl-4a-hy- 
droperoxyflavin nahezu 2 x 10Smal reaktiver als /ert-Butyl- 
hydroperoxid. Struktur-Reaktivitats-Studien ergaben. daB 

- 
Abb. 13. a )  Die Wanderung des Kohlenstoffxntrums verliuft hei der enzy- 
matischen wie bei der nichtenzymatischen Haeyer-Villiger-Reaktion unter 
Retention der Konfiguration. b) Die Sauerstoffinsercion sol1 iiber die Bil- 
dung eines tetraedrischen Intermediates ablaufen, das zu den Produkten zer- 
f2l l t  (oben). Untersuchungen mil  2,2.6.6-[D4jCyclohexanon sprechen gegen 
einen Verlauf iiber Enolisierung und Epoxidierung (unten). 

eines enzymgebundenen FAD-4a-00H-Intermediates'"1. 
Eine entsprechende FMN-4a-00H-Spezies spielt in che- 
mischer und kinetischer Hinsicht bei der Luciferase-Kata- 
lyse eine wichtige R01le~'~~. Auf der Grundlage dieser Er- 
gebnisse wurde der in Abbildung 14 dargestellte Mecha- 
nisrnus fur die Reaktion der Cyclohexanon-Monooxyge- 

Abb. 15. Weirere Moglichkeiten fur sauerstorlubertragcnde Intermediate. ah- 
gelcitet vom FAD-4a-OOH. Es giht jedoch bisher keine konkreten H inwise  
auf diese Spezies. 

sich die Flavinhydroperoxide gut in eine Reihe von akti- 
vierten Peroxiden und Persauren e i n f i i g e ~ ~ ~ ~ ' ] ;  dabei wurde 
das Sauerstoffubertragungspotential dieser Verbindungen 
mit den pK,-Werten der entsprechenden OH-Verbindun- 
gen korreliert. 

4.2. Heteroatorn-Oxidationen 
durch Cyclohexanon-Monooxygenase 

Angesichts der Reaktivitat von Flavin-4a-00H bei der 
N- und S-Oxidation stellte sich die Frage, o b  auch Raeyer- 
Villiger-Enzyme diese Reaktion katalysieren. Ferner war 
zu erwarten, daD eine Alkylhydroperoxiden aquivalente 
Verbindung bezuglich der Sauerstoffubertragung eine arn- 
bidente Reaktivitat zeigt: als Nucleophil greift sie Carbo- 
nylkohlenstoffatome an und als Elektrophil nucleophile 

Ahh. 14. Vorschlag fur den Mechanismus der Sauerstoflinserlion durch die 
Cyclohexanon-Monooxygenase. Die Oxidation des reduzierten Flavins fiihrt 
zum E-FAD-4a-0011. das als Saucrstoffdonor fungien. Die Eliminierung 
von Wasser regeneriert onidiertes Flavin fur den nichsten Katalysecyclus. 
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Substrate. I n  der Tat wird Triphenylphosphit durch Cyclo- 
hexanon-Monooxygenase zu Triphenylphosphat oxidiert; 
auch das lodid-Ion, das klassische Reagens fur die titri- 
rnetrische Peroxidbestimmung'"], wird oxidiert. 

Das Enzym akzeptiert auch Sulfide als Substrate. Thia- 
cyclohexan wird rnit 88% des u,,, von Cyclohexanon um- 
gesetzt ( K ,  = 24 p ~ ) [ ~ " ] .  1st geniigend Sulfoxid entstanden, 
geht die Oxidation weiter bis zum Sulfon. Die Michaelis- 
Konstante K,, ist fur das Sulfoxid (K,,, = 170 p ~ )  ca. sie- 
benmal groller als fur Thiacyclohexan, und v,,, betragt 
60°b des Wertes bei Cyclohexanon13J1 (Abb. 16a). Diese Er- 

a)  
0 

NADPH. O2 
B 

NADPH , 0 

Enzyrn Enzyrn 

Aht, 16. a) Die Oxidation von Suliiden zu Sulloneii verlauit in 7wei Schrii- 
teri tiber das isolierbare Sulfoxid. h) D ie  Oxidation durch die Cyclohexanon- 
Mo.iooxygenase ist enantioselektiv. Das (S)-Sulfoxid wird in einem Verhalt- 
ni, Lon ca. 4 :  I bevorzugt gebildet. 

gelmisse entsprechen qualitativ denen der Reaktion von 
Sulfiden mit Peroxiden; ein Aquivalent des Oxidationsmit- 
tels fiihrt zum Sulfoxid, zwei fiihren zum S ~ l f o n ~ ' , ~ ~ ~ .  Zur 
Untersuchung der Stereochemie der enzymatischen Sulf- 
oxidation wurde das Enzym rnit Ethyl-p-tolylsulfid inku- 
biert, wobei 82% des (S)-Sulfoxides gefunden wurden. Das 
(S)-Produkt wird also nur rnit einer Selektivitat von 4 : 1 
kinetisch bevorzugt gebildet[u' (Abb. 16b). Weitere Studien 
zu diesem Problem sind nicht bekannt. 

Erste Experimente zur Klarung der Frage, ob Cyclohe- 
xanon-Monooxygenase die Sulfoxidation oder die Raeyer- 
Villiger-Oxidation bevorzugt, wurden rnit Thiacyclohexa- 
non-Isomeren durchgefiihrt. 3- und 4-Thiacyclohexanon 
wurden vom Enzyrn ohne merkliche Schwefeloxidation in 
die entsprechenden Lactone iiberfuhrt (Abb. 17)'361. Ursa- 
che konnte die bevorzugte Bindung der Carbonylfunktion 
an  das Flavinperoxid sein. 

9llylphenylsulfid lPBt sich durch die Cyclohexanon- 
Monooxygenase glatt zurn Sulfoxid oxidieren, ohne daR 
eir e Inaktivierung des Enzyms durch eine 2.3-sigmatrope 

Ahl,. 17. Die cnt.ymatische Oxidation von Thiacyclohexanon ist regioselek- 
t i v :  die Sauerstoffinsertion findet bevorzugt in  Nachbarstellung zurn Carho- 
nylkohlenstoffatom statt. 

Urnlagerung des Allylsulfoxids auftritt (Abb. I 8a)1341. Das 
entsprechende Selenid wurde ebenfalls glatt und ohne 
Inaktivierung des Enzyms oxidiert. Wurde dagegen Phe- 
nylpropargylselenid enzymatisch urngesetzt, so war a-Phe- 
nylselenoacrolein das einzige Reaktionsprodukt (Abb. 
18b)["'. Es ist wahrscheinlich, dall dieses durch enzymati- 

Abb. 18. a) D i e  Oxidation von Allylphenylsullid fiihrt nicht zur InuktiLie- 
rung des Enzyms (durch 2.3-sigmatrope Umlagerung zu einem Elektrophil). 
b) D i e  enzymatische Oxidation von Phenylpropargylselenid 1451 riihrt zum 
gleichen Produkt wie die entsprechende Ozonoxidation 1461. 

sche Selenoxygenierung, anschlieDende 2,3-sigmatrope 
Urnlagerung zum Allenylselenensaureester und schlielllich 
dessen Fragmentierung und Rekombination entstanden ist. 
Dieser Reaktionsweg ist von der Umsetzung des gleichen 
Selenids rnit Ozon in wasserfreien organischen Losungs- 
mitteln bekannt[461. 

Diese Ergebnisse zeigen die Vielseitigkeit der Cyclohe- 
xanon-Monooxygenase bei der Ubertragung von elektro- 
philern Sauerstoff auf elektronenreiche Heteroatomsub- 
strate. Um nun den nucleophilen Charakter der sauerstoff- 
iibertragenden Spezies, wie er in der Baeyer-Villiger-Reak- 
tion zurn Ausdruck kommt, zu iiberpriifen, verwendeten 
wir Borsubstrate, speziell Boronsii~rederivate.'~~~. Alkyl- 
und Arylboronsauren werden glatt in die entsprechen- 
den Alkohole iiberfiihrt. Primarprodukte dieser enzyma- 
tischen Reaktion sind hydrolyselabile Borate (Abb. 19). 

NA!l?ti C2 t I2C - l3!OH', ~ - -ol3(oli~,, --ti 
Enz-FAD 

+ 3,OIil3 

Enz-FAD 

+ B(Of l ) ,  

Abb. IY .  C y ~ l o h e n a n o n - M o n o o ~ y g ~ n ~ s ~  k t  das erste tr iryni .  dd, rinr Hor-  
Oxidation katalysiert. Horonsauren werden via Borate in die entsprechenden 
Alkohole iiberfiihrt. 

Ein Beispiel: n-Octylboronsaure wird zu n-Octanol 
und Borsaure umgesetzt. Remerkenswert ist, da13 dabei 
K, kleiner (2.5 ~ L M  gegeniiber 6 p ~ )  und k,,, groller 
(580 min..' gegenuber 400 rnin- I) als bei Cyclohexanon 
als Substrat sind; n-Octylboronsaure erwies sich als das 
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bisher effektivste Substrat der Cyclohexanon-Monooxyge- 
nase ( k , , , , / K , = 3 . 8  x 10" M ' s -  I). 

Dieses erste Beispiel einer enzymatischen Bor-Oxidation 
scheint analog einem Baeyer-Villiger-ProzeB abzulaufen: 
Zunichst greift das Flavinhydroperoxid-Anion am Bor an ; 
das entstehende Addukt zerfallt anschliel3end unter Wan- 
derung des Restes R und Spaltung der 0-0-Bindung 
(Abb. 20). Diesc Sauerstoffinsertion erfolgt auch nichten- 
zymatisch so glatt, da13 sie sowohl in der Synthese als auch 
fur  die quantitative Analyse von Organoborverbindungen 
genutzt wird"'."'. Boronsauren konnten somit als Sonden 
zur U n t e rsuc h u ng e nz y m a t i s ch e r n ucleophiler Sn uerstofll 
iibertruger["' genutzt werden. 

0 
/ O  -0- FAD - Enz 

,OH NADPH,oz R- 0, 

'OH Enz-FAD HO' 'OH 
OH 

R - 8  R 8 - B + HO-FAD-Enz 

Abb. 20. Postulierter Mechanismus der Oxidation von Horonsauren durch 
Cyclohexanon-Monooxygenase iiber ein tetraedrisches Peroxybor-Addukt 
und anschlieflende Alkyl- oder Arylgruppenwanderung (ohen) -- analog ei- 
nem Raeyer-ViIIiger-Prozefl (unten). 

Wenn enzymatische Boronsiure-Oxidationen tatsach- 
lich nach Art der Baeyer-Villiger-Reaktion ablaufen, dann 
sollte die Konfiguration des vom Bor zum Sauerstoff wan- 
dernden Restes R erhalten bleiben. Diese Voraussage 
wurde mit (S.S)-2-MethylcyclohexylboronsAure bestatigt. 
Die enzymatische Oxidation lieferte unter vollstandiger 
Retention der Konfiguration der wandernden Cyclohexyl- 
gruppe (S,S)-2-Methylcy~lohexanol '~~~~ (Abb. 21). Dieser 
Befund gleicht dem Resultat der Oxidation von (S.S)-2- 
Methylcyclohexylboronsauredimethylester mit H 2 0 2  in al- 
kalischem 

ein acylierendes Agens. D i e  Inaktivierung von Cyclohexa- 
non-Monooxygenase benotigt jedoch NADPH und O,, 
was klar fur eine Suizidinaktivierung spricht. In Konkur- 
renz zur Inaktivierung des Enzyms findet allerdings auch 
eine Umsetzung des Thiolactons zu Produkten statt. Mit 
y-Thiobutyrolacton sind pro Inaktivierung 33 Umsetzun- 
gen beobachtet worden, mit Ethylenmonothiocarbonat so- 
gar l 1O1'']. Experimente mit [3'S]-y-Thiobutyrolacton zeig- 
ten, daB die Inaktivierung des Enzyms das Ergebnis eines 
stochiometrischen Einbaus von einem radioaktiven Schwe- 
felatom pro Enzymmolekul ist. Die Struktur dieses kova- 
lenten Adduktes wurde jedoch bisher nicht aufgeklirt. 
Ihei Reaktionswege sind denkbar: A) Sauerstoffubertra- 
gung auf den Schwefel unter Bildung eines Acylsulfoxides 
I ,  ein reaktives Acylierungsreagens; B) Sauerstoffinsertion 
nach Art einer Haeyer-Villiger-Reaktion mit dem Ergehnis 
eines Sulfensaure-Carbonsaure-Anhydrids Ill ; C) Bildung 
eines tetraedrischen Adduktes und Zersetzung zum y-Mer- 
captoperester 11 (Abb. 22a). Die Wege A und H fuhren zu 
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Abh. 22. MGgliche Mechanismen der Enzyminaktivierung durch Thiolacton- 
Suhstrare. a) Ure i  Wege der Oxidation dec Substrates zu extrem reaktiven 
Ekktrophilen 1-111. h) Acylierung des Enzyms durch 111 fiihrt zu einem 
neuen Elektrophil. das m i l  dem Protein cine Vernetzungsreaktion zu cinem 
Enzym-disulfid-thioester-Addukt eingehen kann. 

p O H ) 2  - /'I oB(oH)? NADPH. 02, - 
Enz - FAD 

( S , S )  95% ee 

Abb. 21. Die enzymatische Umwandlung von Boronsiuren zu Boraten ver- 
l iuft  unter Retention der Konfiguration am wandernden Rest. lnkuhiert man 
das Enzym mit (.S.S~-2-Methylcyclohexylboronsiure. so erhilt man nach Hy- 
drolyse das entsprechende (S.S)-2-Methylcyclohexanol. 

4.3. lnaktivierung von Cyclohexanon-Monooxygenase 
durch Thiolactone und Thiocarhonate 

Im Gegensatz zu den 3- und 4-Thiacyclohexanonen 
fuhrt die Umsetzung von 2-Thiacyclohexanon mit Cyclo- 
hexanon-Monooxygenase zu dessen Inaktivierung""'. Die- 
ses Thiacyclohexanon-Isomer ist ein Thiolacton und selbst 

Spezies, die leicht unter Acylierung weiterreagieren, wobei 
der elektrophile Sulfensaurerest freigesetzt wird, der in ei- 
ner Vernetzungsreaktion mit dem Protein (z. B. unter Bil- 
dung einer Disulfidbriicke) reagieren kann (Abb. 2%). 
Dieser Reaktionsweg konnte uber Cyclohexanon-Mono- 
oxygenase hinaus von Bedeutung sein. Thiocarbamat-Her- 
bizide beispielsweise werden in Pflanzen durch Oxygena- 
sen, wahrscheinlich vom Cytochrom-P,,,-Typ, in Acylsulf- 
oxide umgewandelt, die bei tiefen Temperaturen isolier- 
bar sind; sie sind die aktiven acylierenden und damit her- 
biziden A g e n t i e ~ ~ [ ~ ~ . ~ ' I .  Moglicherweise beruht auch die 
Toxizitat des antihypertensiven und diuretischen Spirono- 
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lactons IV auf gewebespezifischen (Nebenniere und Nie- 
re). enzymatischen 5'-Oxygenierungen (Abb. 23)"". 

0 

Nu A, 
o.; wu_ 

I 
OH 

Aht, 23. Miigliche Wirkungsweise des  Medikaments Spironolacton I V .  Die 
enzvrnatische S-Oxygenierung fiihrt zu einem Acylsulfoxid V. das mil einem 
Sucleophi l  weiterreagiert; dabei entstehen eine acylierte Spezies und eine 
mir einem elektrophilen Sulfensiurerest. 

Tutel le  4. Subsfratspektrum der (:yclohexanon-~nnoolygenase von Acinero- 
hui 'er 
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5. Schlunbemerkungen 

Cyclohexanon-Monooxygenase, eine gut untersuchte 
Flavoprotein-Monooxygenase, die als Katalysator der 
Baeyer-Villiger-Reaktion fiir den Abbau von Cycloalkano- 
nen im bakteriellen Metabolismus f~ngiert '~'],  hat sich als 
ein bemerkenswert vielseitiges Oxygenierungsreagens er- 
wiesen. Im aktiven Zentrum enthalt das Enzym fest gebun- 
den FAD-4a-OOH, das als nucleophiler und elektrophiler 
Sauerstoffubertrager reagiert - je nachdem, ob das Sub- 
strat elektronenarm oder elektronenreich ist. Eine repri- 
sentative Auswahl moglicher Substrate der Cyclohexanon- 
Monooxygenase ist in Tabelle 4 zusammengestellt; die 
k,,,,-Werte reichen von 50 min- '  bis ca. 700 min-'.  Es 
scheint, als ob nahezu alle Substrate, die das aktive Zen- 
trum erreichen, vom Enzym oxygeniert werden konnen. Es 
gibt natiirlich Ausnahmen (siehe Tabelle 5 ) ,  darunter 1,3- 
Cyclohexandion, 2-Cyclohexenon, 4-Phenylcyclohexanon, 
2-Butanon und Triphenylphosphan sowie Ketone wie Car- 
von, Pulegon und Menthon. 

Die Regioselektivit2t der Raeyer-Villiger-Umlagerung ist 
nur in einigen wenigen Fallen untersucht, scheint jedoch 
vorhersagbar zu sein. Rei 2-Methylcyclohexanon und 2- 
Methylcyclohexylboronsaure ist Retention der Konfigurd- 
tion am wandernden Rest gesichert. Die Lactonisierung 

Tabelle 5. Gegenuberstellung einer Auswahl von typischen Verbindungen, 
deren Oxygenierung von Cyclohexanon-Monooxygenase katalysiert wird 
oder  nicht. 

SUbStrdte keine Substrate 

8 , n  6 

PPh3 

( T O C H 3  

35 1 



von 4-Methylcyclohexanon verliiuft unselektiv (NMR- 
Analyse: Y.-C'. J. Chen. P. Lodi. C. Walsh, unveroffent- 
licht)'"]; I) -  und L-Campher werden gleichermal3en umge- 
setzt. (R)-2-Methylcyclohexanon wird schneller urngesetzt 
als das (S)-Derivat (Verhiiltnis 2 : 

Wiederholte Versuche, olefinische Doppelbindungen, 
z. B. von Dimethylstyrol, von Enaminen oder Enolethern, 
zu epoxidieren, brachten keinen Erfolg (Y.-C. J. Chen. J .  
A .  I,arhani. C. Wulsh. unveroffentlicht). Es stellt sich da- 
her die Frage, ob die Reaktivitat des enzymgebundenen 
FAD-4a-OOH (oder einer reaktiven Folgespezies) fur Ep- 
oxidierungen uberhaupt ausreicht. In Tabelle 6 sind Oxi- 

Tabelle 6.  Zusammenstellung von Oxidationen, die von eiscn- oder flavinab- 
hlngigen Monooxygenasen katalysiert werden. Doppelbindungen werden 
von flavinabhangigen Monooxygenasen nicht epoxidiert. 

Lsenahhanyiye Monomygenasen 

I I 

I I 
- -C-H -C-OH 

u - A 

RCHO d 

- B I O H  OH - 
R - N H  - 

A t  

RSR' - 

RCOOe 

ROH + B(OH)3 

a:: 
R - N -  0 

A *  
? 

P 
R S R '  

R S e  R '  

R3P = 0 

!as-0@ 

dationen zusammengestellt, die von eisen- und flavinab- 
hiingigen Monooxygenasen katalysiert werden. Eisenab- 
hingige Monooxygenasen epoxidieren olefinische und 
aromatische Doppelbindungen (die dabei zunachst gebil- 
deten Dihydroarenoxide lagern sich zu Phenolen um) und 
hydroxylieren inaktivierte sp3-Kohlenstoffzentren (z. B. in 
Campher). Flavinabhangige Monooxygenasen konnen of- 
fenbar Olefine nicht epoxidieren. Alle bisher als Baeyer- 
Villiger-Enzyme charakterisierten Proteine sind Flavopro- 
teine. Es ist anzunehmen, dal3 sie auch bei vielen anderen 
biologischen Baeyer-Villiger-Transformationen komplexe- 
rer Naturstoffe beteiligt sind. 
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