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Prim�re aromatische Amine (PAA) werden f�r die Synthese
verschiedener Produkte wie Pestizide, Pharmazeutika,
Gummi, Azofarbstoffe, Epoxidharze und aromatische Po-
lyurethane eingesetzt und sind daher von betr�chtlichem in-
dustriellem Interesse.[1] Zugleich verf�gen sie �ber ein mu-
tagenes und kanzerogenes Potential, welches durch die mit
Cytochrom P450 katalysierte N-Hydroxylierung induziert
wird.[2] Die zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen sind
allerdings immer noch Gegenstand kontroverser Debatten.
Bislang werden f�r den Katalysemechanismus vier Reakti-
onspfade mit dem Compound I (Cpd I)[3] genannten Eisen-
Oxo-Komplex FeIVO und ein Reaktionsweg mit der Peroxo-
Dianion-Einheit FeIIIOO2� [4] diskutiert (vgl. Schema 1): a) H-
Atom-Transfer (HAT) mit einer H-Abstraktion vom Amin-N
durch den FeO-Sauerstoff, gefolgt von einer radikalischen
Rekombination (rebound) zur Bildung des aromatischen
Hydroxylamins ArNHOH; b) Sauerstoff-Addition mit an-
schließender Umlagerung (OAR = oxygen addition rear-
rangement), wobei der FeO-Sauerstoff an das freie Elektro-
nenpaar vom Amin-N addiert und dann durch Umlagerung
ArNHOH gebildet wird; c) Ein-Elektron-Transfer (SET =

single-electron transfer) vom Amin zum FeO mit nachfol-
gendem Protonentransfer und abschließender Rekombinati-
on des intermedi�ren Aminyl-Radikals mit FeOH; d) Zwei-
Elektronen-Transfer (TET = two-electron transfer), wovon
in Schema 1 nur die Variante mit der maximalen Anzahl von
Elementarschritten (SET + Protonentransfer + SET + Re-
kombination) gezeigt wird; e) Protonentransfer (PT) zur
Bildung des Ferri-Hydroperoxid-Komplexes FeOOH�

(Cpd 0) und von ArNH� , woraus nach Protonierung
ArNHOH entsteht.

Computerchemische Analysen der enzymatischen Kata-
lyse wie der P450-Oxygenierung haben neuen Einblicke in die
Abh�ngigkeit der Reaktivit�t von der Elektronenstruktur
geliefert und damit experimentelle Befunde erg�nzt.[5] Fr�-

here Untersuchungen der P450-Katalyse betrafen die Hy-
droxylierung von C-H-Bindungen,[6] die Epoxidierung von
C=C-Bindungen[7] und die Oxidation von Heteroatomen.[8]

Dabei wurde gezeigt, dass bei Cpd I im aktiven Zentrum von
P450 der Quartett- (HS = high spin) und der Dublett-Zustand
(LS = low spin) energetisch nahe beieinander liegen und zu
verschiedenen Reaktionen in unterschiedlicher Weise bei-
tragen.[5] Bislang allerdings ist der Mechanismus der PAA-
Hydroxylierung unklar, und zwar sowohl was die mçgliche
energetische Pr�ferenz eines der f�nf oben genannten Re-
aktionspfade anbelangt als auch im Hinblick auf die Frage, ob
einer oder mehrere Spinzust�nde an dieser toxikologisch
wichtigen metabolischen Umwandlung beteiligt sind.

Zur Kl�rung dieser Fragen haben wir Rechnungen mit der
Dichtefunktionaltheorie (DFT) mit Gaussian03[9] ohne und
mit simulierter Solvatation (PCM = polarized continuum-
solvation model; vgl. Abschnitt Methoden) durchgef�hrt.
Hierbei diente der sechsfach koordinierte Oxoferryl(IV)-
Porphyrin-Komplex Fe4+O2�(Por)�(SH)� (Por = Porphyrin =

C20N4H12) als Modell f�r Cpd I[5,10] und Fe3+OO2�(Por)2�SH�

als Modell f�r die Peroxo-Dianion-Base, aus welcher im ka-
talytischen Zyklus Cpd 0 (Ferri(III)-Hydroperoxo-Komplex)
als Vorl�ufer von Cpd I entsteht.[5a] Vergleichsrechnungen mit
COSMO[11] als alternativem Kontinuum-Solvatationsmodell
in der Gaussian-CPCM-Variante ergaben dabei zu PCM sehr
�hnliche Ergebnisse. Neben Anilin (C6H5NH2) wurden drei
para-substituierte Derivate (p-CN, p-Cl, p-CH3 � p-Me) in
die Rechnungen mit einbezogen, um Vergleiche mit experi-
mentellen Daten zu ermçglichen.[12]

F�r die SET- und TET-Mechanismen mit Cpd I (Sche-
ma 1c und d) wurden die freien Aktivierungsbarrieren (DG¼6 )
mithilfe der Marcus-Theorie[13] berechnet (siehe Hinter-
grundinformationen; eine aufwendigere Alternative w�re die
Kombination von Elektronentransfer-Kinetik und Dynamik

Schema 1. Alternative Mechanismen f�r die N-Hydroxylierung prim�rer
aromatischer Amine mit P450. HAT: H-Atom-Transfer; OAR: Sauer-
stoff-Addition mit anschließender Umlagerung; SET: Ein-Elektron-
Transfer; TET: Zwei-Elektronen-Transfer; PT: Protonentransfer.
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in Form beschr�nkter DFT-Simulationen[14]). Im HS-/LS-
Zustand betragen die SET-DG¼6 -Werte in kcalmol�1 248.6/
242.5 f�r Anilin, 191.8/187.9 f�r p-Me-Anilin, 223.5/219.0 f�r
p-Cl-Anilin und 272.1/266.2 f�r p-CN-Anilin. Die entspre-
chenden TET-DG¼6 -Werte lauten 248.6/242.5 (Anilin), 191.8/
187.9 (p-Me), 223.5/219.0 (p-Cl) und 272.1/266.2 (p-CN).
Aufgrund dieser sehr großen Aktivierungsbarrieren kann der
Elektronentransfer als P450-Katalysemechanismus f�r die N-
Hydroxylierung prim�rer aromatischer Amine ausgeschlos-
sen werden.

Diese Schlussfolgerung wird gest�tzt durch die experi-
mentelle Beobachtung, dass die Geschwindigkeiten von
NADPH-Verbrauch und Hydroxylamin-Bildung bei diesen
Anilinen nicht signifikant mit der para-Hammett-Konstan-
te[22] korrelieren; im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
findet also offenbar keine substantielle Ladungsanh�ufung
statt. Weiterhin betragen die experimentellen[15] Ionisations-
potentiale (IP) von Anilin und seinen p-Me-, p-Cl- und p-CN-
Derivaten 7.73, 7.85, 7.80 bzw. 8.64 eV im Vergleich zur viel
niedrigeren Elektronenaffinit�t (EA) von Cpd I von nur
3.06 eV.[16] F�r das Anilinoradikal (C6H5NHC) und die p-sub-
stituierten Derivate liefern unsere DFT-Rechnungen verti-
kale IPs [eV] in der Gasphase von 8.05, 7.67 (p-Me), 7.97 (p-
Cl) und 8.54 (p-CN) sowie eine vertikale EA von 2.58 eV f�r
FeOH (Cpd I). Damit ist ein signifkanter Beitrag der SET-
und TET-Reaktionspfade insgesamt sehr unwahrscheinlich.

Schema 2 zeigt die berechneten Energieprofile f�r die
Reaktion von Cpd I mit Anilin nach den Mechanismen HAT
und OAR (Schema 1a und b) zusammen mit geometrischen
Details der relevanten molekularen Spezies. Ausgangspunkt
sind die in der Mitte von Schema 2 dargestellten LS- und HS-

Reaktantkomplexe (2,4RC) mit H-Br�ckenbindungen zwi-
schen einem H vom Anilin-Stickstoff und dem FeIVO-Sauer-
stoff von Cpd I, von wo aus die HAT- und OAR-Reaktions-
wege nach rechts bzw. links fortschreiten. In den 2,4RC-Spe-
zies hat Cpd I eine berechnete Spindichte von etwa 2 f�r die
FeO-Einheit und von etwa 1 f�r das Fragment Por + SH.
Diese stimmen gut mit CASPT2/MM-Ergebnissen[17] f�r das
triradikaloide FeIV von Cpd I im HS- und LS-Zustand �ber-
ein. Auf dem HS-HAT-Reaktionsweg f�hrt eine kleine H-
Abstraktionsbarriere (4TSH) von 3.2 kcalmol�1 in der PCM-
simulierten Proteinumgebung (3.8 kcal mol�1 in der Gaspha-
se) zu einem Intermediat (4CIH), dessen Eisen-Hydroxy-
Komplex (PorFeIVOH) einen geschlossenschaligen Porphy-
rinring (mit einer Spindichte von �0.12 im Gegensatz zu 0.44
im Reaktantkomplex 4RC, was einer Dominanz von FeIV �ber
FeIII im Intermediat 4CIH entspricht)[5a, 18] und ein Anilinora-
dikal (ArNHC) enth�lt. Nach einer nun betr�chtlichen Bar-
riere f�r den �bergangszustand der Rekombination (4TSreb,
rebound) entsteht das Produkt (4POH) als Komplex von Por-
phyrin-Eisen (Por-FeIII) und N-Hydroxylamin (ArNHOH).
Die Hçhe dieser HS-Barriere macht 4Cpd I zu einem tr�gen
Oxidans und l�sst eine wichtige Rolle des HS-Pfades beim
HAT-Mechanismus unwahrscheinlich erscheinen.

Der entsprechende LS-Weg liefert ein qualitativ anderes
Bild. Hier wird aus dem Reaktantkomplex (2RC) das Produkt
(2POH) konzertiert gebildet, mit einer kleinen H-Abstrakti-
onsbarriere (2TSH) von 3.7 kcalmol�1 (Proteinumgebung).

Es ist bemerkenswert, dass die HS-Barriere der Rekom-
bination (4TSreb) hçher ist als die HS- und LS-Barrieren (4TSH

und 2TSH) der vorherigen H-Abstraktion. Dies widerspricht
dem Energieprofil der aliphatischen C-H-Hydroxylierung, wo

Schema 2. Energieprofile (UB3LYP/BSII//BSI) und geometrische Details [L�ngen in �, Winkel in Grad, angegeben in der Reihenfolge HS (LS)] f�r
die HAT- und OAR-N-Hydroxylierung von Anilin durch Cpd I im HS- und LS-Zustand. Energien (kcalmol�1) sind relativ zum 2RC mit PCM
(e = 5.6)+ ZPE angegeben (Gasphasenwerte in Klammern). 4,2RC = Quartett- und Dublett-Reaktantkomplex, TSH = �bergangszustand der H-Ab-
straktion, CIH = intermedi�rer Komplex mit H abstrahiert durch Cpd I, TSreb = �bergangszustand der Rekombination (rebound), TSO = �bergangs-
zustand der O-Addition, CIO = intermedi�rer N-Oxid-Komplex, TSRE = �bergangszustand der H-Umlagerung, POH = N-Hydroxylamin-Produktkom-
plex. F�r die �bergangszust�nde sind die imagin�ren Frequenzen mit angegeben.
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4TSreb stets viel tiefer war als 4TSH und 2TSH.[5a] Nach unserer
Kenntnis wurde die bisher grçßte Rekombinationsbarriere
einer C-H-Hydroxylierung beim HS-Reaktionspfad der a-
CH-Hydroxylierung von N-Nitrosodimethylamin erhalten
(11.2 kcal mol�1),[18] welche allerdings noch erheblich kleiner
war als die entsprechende spingemittelte H-Abstraktions-
barriere (16.6 kcal mol�1).

F�r die p-substituierten Anilinderivate sind die entspre-
chenden Reaktionsbarrieren der N-H-Abstraktion (4TSH,
2TSH) und Rekombination (4TSreb) in Tabelle 1 zusammenge-
fasst (gemeinsam mit den zugehçrigen Anilinwerten). Wie bei
Anilin ist die HS-Barriere der Rekombination viel grçßer als
die LS-Barriere der H-Abstraktion, welche ihrerseits etwas
oberhalb der entsprechenden HS-Barriere ist. Damit tr�gt
beim HAT-Mechanismus nur der LS-Weg wesentlich zur N-
Hydroxylierung prim�rer aromatischer Amine bei. Weiterhin
steigt mit zunehmender Elektronenakzeptorst�rke des
Anilin-Substituenten (Hammett-Konstante spara von �0.17
f�r Me bis 0.66 f�r CN) die H-Abstraktionsbarriere f�r HS
und LS und liefert hierf�r eine gute Korrelation mit r2 = 0.987
(DE� (spingemittelt, PCM) = 8.736 spara + 2.934).

F�r eine mçgliche experimentelle Pr�fung des HAT
haben wir den kinetischen Isotopeneffekt (KIE) nach dem
semiklassischen Eyring-Modell und seiner Wigner-Korrek-
tur[6b] berechnet (siehe Hintergrundinformationen) mit Er-
gebnissen von 5.8 und 8.0 (2TSH) sowie von 5.7 und 7.8 (4TSH).
Dabei kann der HAT auch als besonders einfacher Fall eines
PCET (protonengekoppelter Elektronentransfer) aufgefasst
werden.[19] Hingegen w�re der konsekutive PT-ET-Mecha-
nismus stark endotherm mit etwa 55 kcalmol�1 f�r den an-
f�nglichen Protonentransfer (PCM, e = 5.62) und kann au-
ßerdem wegen der sehr großen ET-Barriere (siehe oben)
ausgeschlossen werden.

Das Energieprofil des alternativen OAR-Reaktionsweges
der N-Hydroxylierung ist im linken Teil von Schema 2 dar-
gestellt. Hier ist die anf�ngliche Sauerstoff-Addition an das
freie Elektronenpaar vom Amin-Stickstoff im LS-Zustand
(2TSO) um 10.1 kcalmol�1 (PCM-Proteinumgebung) g�nsti-
ger als im HS-Zustand (4TSO). Daher wird das intermedi�re
N-Oxid haupts�chlich im Dublett-Zustand (2CIO) gebildet,

was anderen Heteroatom-Oxidationen entspricht.[8] Letzteres
gilt auch f�r die Geometrien der �bergangszust�nde, wobei
der Winkel Fe-O-NAnilin deutlich grçßer ist f�r 4TSO (130.78)
als f�r 2TSO (117.78).

Anschließend lagert sich das N-Oxid (4(2)CIO) zum Hy-
droxylamin-Produkt (4(2)POH) um. Die zugehçrige Aktivie-
rungsbarriere ist noch grçßer als f�r die vorherige O-Addition
mit Werten von 32.1 und 29.5 kcal mol�1 im LS (2TSRE) und
HS (4TSRE). Damit ist diese H-Umlagerung der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt der OAR-Reaktion, dessen
Energiebarriere um mehr als 25 kcal mol�1 hçher ist als die
der H-Abstraktion, welche ihrerseits den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der HAT-Reaktion im LS-Zustand
darstellt. F�r die p-Me-, p-Cl- und p-CN-Derivate sind die
entsprechenden Daten in Tabelle 1 zusammengefasst.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse zur N-Hydroxylierung
prim�rer aromatischer Amine, dass der OAR-Weg nicht mit
dem HAT-Weg konkurrieren kann, weil der Energiebedarf
seines geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes um mehr als
20 kcal mol�1 grçßer ist. Ein weiterer Befund ist, dass der
HAT-Weg eindeutig den LS-Zustand bevorzugt, weil dort
keine nennenswerte Rekombinationsbarriere vorhanden ist;
dies entspricht der C-H-Hydroxylierung von Alkanen[5a] und
von N,N-Dialkylnitrosaminen.[18]

Um die mçgliche Abh�ngigkeit der Rechenergebnisse
von der Wahl der Funktionals B3LYP zu pr�fen, haben wir
f�r Anilin Vergleichsrechnungen mit B3PW91, BLYP, BP86,
PBE, TPSS und B97D (mit Dispersionskorrektur)[20] durch-
gef�hrt. Alle diese Funktionale liefern dasselbe qualitative
Bild einschließlich einer klaren energetischen Pr�ferenz f�r
den HAT-Mechanismus im LS-Zustand (siehe Hintergrund-
informationen) und st�tzen somit die genannten Schlussfol-
gerungen.

K�rzlich ist die Beteiligung von Cpd I an der N-Hydro-
xylierung prim�rer aromatischer Amine in Frage gestellt
worden.[4] Aufgrund geometrischer Beschr�nkungen durch
eine H-Br�ckenbindung zwischen Thr-124 (Threonin) im
aktiven Zentrum und dem Amino-N des Substrats sei nur f�r
FeOO2� eine reaktive Entfernung zum Substrat mçglich.
Entsprechend wurde ein Protonentransfer von ArNH2 zu
FeOO2� als erster Schritt dieses alternativen N-Hydroxylie-
rungsmechanismus vorgeschlagen (Schema 1e), was ange-
sichts geeigneter Protonenaffinit�ten (FeOO2� : 422 kcal
mol�1, ArNH2: 350–390 kcalmol�1) thermodynamisch gut
mçglich w�re.

Allerdings sind unsere Versuche der Lokalisierung eines
entsprechenden PT-�bergangszustandes mit Reaktionsweg-
Rechnungen – auch bei Hinzunahme einer expliziten Zwei-
Wasser-Br�cke – gescheitert. Stattdessen lieferte die Geo-
metrieoptimierung von Cpd I mit Anilin in der Proteinum-
gebung von P450 1A2 unter Einbeziehung aller relevanten
Aminos�urereste in der ersten Umgebungssph�re den in
Schema 3 gezeigten Komplex. Dieser zeigt eine H-Br�cken-
bindung zwischen Thr-124 und dem Anilin-Ring, was eine
hinreichende Ann�herung zwischen Anilin-N und Cpd I
(Entfernung FeO···H2NAr = 1.84 �) zur Auslçsung der H-
Abstraktion als erstem HAT-Schritt (Weg a in Schema 1
sowie rechte Seite von Schema 2) ermçglicht. Die so be-
rechnete HAT-Barriere betr�gt 3.4 kcalmol�1 im HS- und LS-

Tabelle 1: Aktivierungsenergien (in kcalmol�1) f�r die HAT- und OAR-
Reaktionen von Anilin und p-substitutierten Anilinderivaten mit Cpd I
von P450.[a]

Anilin p-Me p-Cl p-CN

UB3LYP/BSII//BSI+ ZPE
4TSH/2TSH 3.8/4.3 2.1/2.5 4.3/4.8 7.3/8.1
4TSreb 12.9 10.0 11.8 15.3
4TSO/2TSO 26.8/14.5 25.8/13.6 27.9/15.9 31.1/19.4
4TSRE/

2TSRE 26.0/29.9 26.3/30.1 25.8/29.5 24.8/28.5
UB3LYP/BSII//BSI+ PCM-Solvatation +ZPE
4TSH/2TSH 3.2/3.7 0.8/1.4 4.7/4.9 8.5/8.8
4TSreb 13.2 10.5 13.3 17.4
4TSO/2TSO 25.1/15.0 23.9/14.0 26.5/16.9 30.3/20.6
4TSRE/

2TSRE 29.5/32.1 29.6/31.9 29.6/31.0 28.7/30.1

[a] BSI = Basissatz I: LACVP (Fe), 6-31G* (O-Atom am Fe, vier Pyrrol-N-
Atome, Amino-N, Thiol-S), 6-31G (alle anderen Atome); BSII =Basissatz
II: LACVP (Fe), 6-31+ G** (alle anderen Atome); PCM-Solvatation mit
e = 5.62 zur Simulation der Proteinumgebung.
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Zustand (PCM + ZPE) und ist somit den Ergebnissen ohne
explizite Proteinumgebung �hnlich. Daraus folgt, dass Cpd I
geometrisch verf�gbar ist zur Katalyse der N-Hydroxylierung
der PAA, und dass der oben diskutierte HAT-Mechanismus
gegen�ber allen bisher diskutierten Alternativen kinetisch
bevorzugt ist.

Eine weitere Konsequenz unserer aktuellen Analyse be-
trifft die mçgliche N-Oxid-Bildung w�hrend der P450-kata-
lysierten Biotransformation prim�rer aromatischer Amine.
W�hrend bei Exposition mit terti�ren Aminen N-Oxid-Me-
tabolite in Lebermikrosomen gefunden wurden,[21] sind uns
keine entsprechenden Befunde f�r prim�re Amine bekannt.
Tats�chlich ermçglicht der recht kleine Unterschied zwischen
den berechneten Aktivierungsenergien f�r die N-Oxid-Bil-
dung und a-CH-Hydroxylierung terti�rer aliphatischer und
aromatischer Amine (Trimethylamin: 2.90 und 4.45 kcal
mol�1;[8b,c] N,N-Dimethylanilin: 6.09 kcalmol�1[8c]) eine Kon-
kurrenz zwischen beiden Reaktionswegen. Demgegen�ber
zeigen unsere Ergebnisse, dass bei prim�ren aromatischen
Aminen die Reaktionsbarriere der O-Addition (als erstem
Schritt des OAR-Mechanismus der N-Hydroxylierung) um
ca. 12.5 kcal mol�1 hçher ist als f�r die H-Abstraktion (als
erstem HAT-Schritt). Damit ist bei PAA die N-Oxid-Bildung
wegen ihres zu großen Energiebedarfs im Vergleich zur al-
ternativen H-Abstraktion wenig wahrscheinlich, was das
Fehlen eines entsprechenden experimentellen N-Oxid-
Nachweises erkl�rt.

F�r die H-Abstraktion von Alkanen und beim a-C von
N,N-Dialkylnitrosaminen als erstem Schritt ihrer P450-kata-
lysierten C-H-Hydroxylierung korrelieren die berechneten
(spingemittelten) Reaktionsbarrieren mit den C-H-Bin-
dungsdissoziationsenergien (BDE) der isolierten Substra-
te.[18,22] Ein �hnliches Bild ergibt sich f�r prim�re aromatische
Amine mit einer guten Korrelation zwischen ihren (spinge-
mittelten) H-Abstraktionsbarrieren und elektrochemischen
N-H-BDE-Werten[23] (r2 = 0.9). Damit sind BDE-Werte auch
f�r PAA geeignet zur Absch�tzung der Energiebarrieren
ihrer P450-katalysierten H-Abstraktion vom Amin-N.

Im Vergleich zu Alkanen sowie zu benzylischem und
allylischem C�H mit berechneten H-Abstraktionsbarrieren
in kcalmol�1 von 14–23, 13 (Toluol) und knapp unter 11
(Propen)[22] ist der Energiebedarf der H-Abstraktion vom
Anilin-N-H viel geringer mit einer spingemittelten Barriere
von nur 3.5 kcal mol�1 (vgl. Schema 2 und Tabelle 1). Letzte-

res passt gut zum experimentellen Befund, dass die metabo-
lische Umwandlung von Anilinen zu den schnellsten P450-
katalysierten Reaktionen gehçrt.[24] Interessanterweise ist
jedoch die H-Abstraktionsbarriere von Toluol viel grçßer als
die von Anilin, obwohl die N-H-BDE von Anilin (89.1–
92.3 kcal mol�1)[25] und die C-H-BDE von Toluol (87.9–
90.4 kcal mol�1)[26] recht �hnlich sind. Eine erneute Berech-
nung der Toluol-HAT-Barriere mit der hier gew�hlten Me-
thode liefert HS-(LS-)Werte mit und ohne PCM (e = 5.62)
von 13.7 (11.8) und 12.7 (12.0) kcal mol�1 und damit spinge-
mittelt einen um 9.3 kcal mol�1 (PCM) hçheren Wert als f�r
die Anilin-HAT-Barriere.

Warum ist Anilin so viel reaktiver f�r eine P450-kataly-
sierte H-Abstraktion als Toluol, obwohl nach den BDE-
Werten die H-Atome �hnlich stark gebunden sind? Eine
mçgliche Erkl�rung ergibt sich aus der Elektronenstruktur
der entsprechenden HS-�bergangszust�nde (unter Ber�ck-
sichtigung der Tatsache, dass mit DFT berechnete Elektro-
nenstruktur-Details f�r LS-Zust�nde im Allgemeinen weni-
ger zuverl�ssig sind):[7a]

Erstens ist mit Anilin als P450-Substrat die Mulliken-
Spindichte des entstehenden Anilinoradikals (PhNHC) im
4TSH 0.78, aber nur 0.54 f�r das aus Toluol entstehende
Benzylradikal (PhCH2C), und die entsprechenden Werte f�r
das Anilino-N und Benzyl-C lauten 0.46 und 0.43. Offenbar
ist also bei Anilin der Phenylring viel st�rker an der Reor-
ganisation der Elektronenstruktur beteiligt und erleichtert
damit die homolytische H-Abstraktion durch Stabilisierung
des entstehenden Radikals.

Zweitens betr�gt im 4TSH der tempor�re Elektronen-
transfer zu Cpd I 0.50 (NBO-Ladung) von Anilin, aber nur
0.29 von Toluol, und im anschließenden Intermediat-Kom-
plex (4CIH) nur noch 0.05 (Anilinoradikal) bzw. 0.01 (Ben-
zylradikal). Durch das im Vergleich zu Toluol tiefere Ionisa-
tionspotential von Anilin (vertikal: 7.83 vs. 8.80 eV) ist dieses
besser geeignet f�r eine solche HAT-Unterst�tzung. Obwohl
also die SET- und TET-Wege der PAA-N-Hydroxylierung
energetisch nicht praktikabel sind, wird der HAT-Weg an-
scheinend durch einen tempor�ren Ladungstransfer unter-
st�tzt, was die ansonsten homolytische H-Abstraktion me-
chanistisch bereichert.

Im Vergleich zu PAA haben prim�re aliphatische Amine
hçhere HAT-Barrieren und tiefere OAR-Barrieren.[27] Letz-
tere kçnnen mit der grçßeren Nukleophilie des aliphatischen
N (z.B. NBO-Ladung Propan-2-amin vs. Anilin: �0.853 vs.
�0.792) erkl�rt werden. Im Hinblick auf erstere liefert unsere
Berechnung der HAT-Barriere f�r Propan-2-amin HS-(LS)-
Werte mit und ohne PCM von 11.1 (11.3) und 9.5 (10.0)
kcalmol�1 (welche damit die entsprechenden Anilin-Werte
deutlich �bersteigen, vgl. Tabelle 1). Die im aliphatischen
Radikal RNHC entstandene Spindichte ist – im Gegensatz zur
Spin-Delokalisierung im Anilinoradikal (siehe oben) –
haupts�chlich am N lokalisiert (0.73). Somit kann die starke
Pr�ferenz von PAA f�r den HAT-Mechanismus durch die
aromatische Delokalisierung erkl�rt werden, w�hrend im
Gegensatz dazu prim�re aliphatische Amine f�r OAR und
HAT �hnlich reaktiv sind.

Insgesamt zeigt unsere rechnerische Analyse der N-Hy-
droxylierung prim�rer aromatischer Amine, dass von den f�nf

Schema 3. Geometrieoptimierter Komplex von Cpd I und Anilin im ak-
tiven Zentrum von P450 1A2. Geometrische Parameter (L�ngen in �)
sind in der Reihenfolge HS (LS) angegeben.
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bislang diskutierten Reaktionsmechanismen[3,4] die SET- und
TET-Wege wegen sehr hoher Energiebarrieren von
> 180 kcal mol�1 praktisch unmçglich sind, und dass der
OAR-Weg ebenfalls ausgeschlossen werden kann wegen
einer geschwindigkeitsbestimmenden Reaktionsbarriere von
ca. 30 kcalmol�1 im Vergleich zu < 9 kcal mol�1 f�r den HAT-
Weg. Weiterhin erscheint auch der k�rzlich vorgeschlagene
PT-Weg mit FeOO2� weniger wahrscheinlich aus zwei Gr�n-
den: Zum einen ist die Protonenabgabe von ArNH2 offenbar
kinetisch stark gehemmt, und zum anderen ist Cpd I entgegen
fr�herer Schlussfolgerungen[4] geometrisch durchaus verf�g-
bar f�r eine Reaktion mit PAA. Damit ist also der HAT-
Mechanismus kinetisch gegen�ber allen bisher vorgeschla-
genen Alternativen bevorzugt und bietet im LS eine konzer-
tierte N-Hydroxylierung mit einem praktisch barrierefreien
Rekombinationsschritt.

Methoden
Die DFT-Rechnungen erfolgten mit Gaussian03[9] außer f�r das
Funktional B97D, wo Gaussian09[28] eingesetzt wurde. Cpd I vom
aktiven P450-Zentrum wurde modelliert als sechsfach koordinierter
triradikaloider Oxoferrylkomplex Fe4+O2�(C20N4H12)

�(SH)� � FeO
mit C20N4H12 = Porphyrin = Por. Die Geometrieoptimierung erfolgte
mit dem unbeschr�nkten B3LYP-Funktional und dem BSI genannten
folgenden Basissatz: effektives Kernpotential plus LACVP
(LanL2Dz) f�r Fe, 6-31G* f�r sieben weitere Heteroatome (O-Atom
am Fe, vier Pyrrol-N-Atome, Amino-N, Thiol-S) und 6-31G f�r alle
�brigen Atome. Genauere Energien wurden durch Einzelpunkt-
Rechnungen mit LACVP f�r Fe und 6-31 + G* f�r alle anderen
Atome (BSII) erhalten. Die allgemeine Proteinumgebung wurde mit
dem Kontinuum-Solvatationsmodell PCM (e = 5.62, Chlorbenzol) auf
dem UB3LYP/BSI-Niveau simuliert. Die Nullpunktsenergie (ZPE)
basiert auf UB3LYP/BSI-Frequenzrechnungen. Die IP-Berechnung
erfolgte mit B3LYP/aug-cc-pVTZ//6-311 ++ G**, und f�r die EA von
FeOH(PorSH) wurde B3LYP/LACVP-6-31 + G**//LACVP-6-31G
eingesetzt. F�r zus�tzliche UB3LYP/LACVP-6-31G-Rechnungen mit
Cpd I in der Proteinumgebung von P450 1A2 unter Einbeziehung der
relevanten Aminos�urereste Thr-124, Asp-313, Ala-317, Gly-318,
Thr-321 und Leu-382 der ersten Umgebungssph�re entsprechend der
Kristallstruktur 2HI4 (PDB-Code) wurde deren strukturelle Zu-
sammensetzung außer f�r Thr-124 vereinfacht wie in den Hinter-
grundinformationen angegeben.

Eingegangen am 27. Mai 2012,
ver�nderte Fassung am 4. August 2012
Online verçffentlicht am 21. November 2012
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