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Abstract-In model systems (reduced heavy metal complexes and Or), which originally 
were used to study the mechanisms of action of microsomal hydroxylases, the hydroxy- 
lation and the 0-dealkylation of phenacetin were determined. In addition to 2-hydroxy- 
phenacetin, 3-hydroxyphenacetin, a new not yet described oxidation product of 
phenacetin was isolated and characterized. The ratio between ring hydroxylation and 
0-dealkylation depends on the model system used. This observation can be explained 
by the assumption that two oxidation mechanisms are involved. OH-radicals are mainly 
responsible for hydroxylation at the aromatic ring, whereas oxygen atoms (‘oxene- 
mechanism’) are probably responsible for the 0-dealkylation of phenacetin. 

DER HAUFTAE~BAUWEG von Phenacetin in der Leber fiihrt iiber die O-Desalkylierung 
zum N-Acetyl-p-aminophenol. Von Conney und Mitarb.1 wnrde ktirzlich bei verschie- 
denen Spezies such ein kernhydroxylierter Metabolit von Phenacetm gefunden und 
als 2-Hydroxyphenacetin identifiziert. Einen weiteren hydroxylierten Metaboliten 
konnten wir als das isomere 3-Hydroxyphenacetin charakterisieren.2 

Die fur die O-Desalkylierung und Kemhydroxylierung verantwortlichen mikroso- 
malen Enzyme gehbren zur Gruppe der mischfunktionellen Oxygenasen. Es wird 
allgemein angenommen, da13 beide Reaktionen nach demselben Mechanismus 
verlaufen. Nach Gillette3 geht der Desalkylierung eine Hydroxylierung am a-C-Atom 
der Alkylgruppe voraus. Daher sollten die Modellsysteme fur die mikrosomale 
Hydroxylierung such ftir die Untersuchung des Mechanismus der mikrosomalen 
Desalkylierung geeignet sein. Schon Udenfriend und Mitarb.4 sowie Brodie und 
Mitarb.5 beschrieben in dem von ihnen gefundenen Hydroxylierungsmodell (Fes+/ 
EDTA/Asc./Oa) eine Desalkylierung von Phenacetin. Wie wir fanden, stellt dieses 
System jedoch nur ein Spezialfall einer groI3en Zahl analoger hydroxylierender Sy- 
steme dar, denen allen eine Sauerstoffreduktion durch reduzierte Schwermetalle 
gemeinsam ist. 

Neben dem Hydroxylierungsmechanismus durch OH-Radikales la& sich in diesen 
Systemen noch ein weiterer Mechanismus nachweisen, der ein ganz anderes chemisches 

* Auszugsweise vorgetragen auf dem internationalen Symposium iiber Oxygenasen in Kyoto, 
Japan, vom 16.-19. Mai (1966). 
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Verhalten zeigt.7-10 So wird Acetanilid von OH-Radikalen elektrophil angegriffen. 
Dabei entstehen Acetaminophenole mit einer o :m:p-Relation von 47:2 :51. Im 
Gegensatz dazu ftihrt der neue Mechanismus zu einer fast statistischen Substitution 
durch Sauerstoff, was auf einen direkten Angriff an den CH-Bindungen durch ‘Sauer- 
stoffatome’ hinweist. Wegen der Ahnlichkeit mit den Carben-Reaktionen wurde 
fiir diesen Mechanismus der Begriff ‘Oxen-Reaktion’ vorgeschlagen.11 Da bei der 
nichtenzymatischen Oxydation in Modellsystemen eine Unterscheidung zwischen der 
Oxydation durch OH-Radikale und derjenigen durch ‘Sauerstoffatome’ moglich ist, 
schien es aussichtsreich, auf diesem Wege der Beantwortung der Frage naher zu 
kommen, ob sich die O-Desalkylierung und die Hydroxylierung des aromatischen 
Ringes hinsichtlich des Oxydationsmechanismus unterscheiden. 

MATERIAL UND METHODEN 

Proben von 2-Hydroxy-4-athoxy-acetanilid (im folgenden als 2-Hydroxyphenacetin 
bezeichnet) wurden uns freundlicherweise von Herrn Dr. A. H. Conney und der 
Firma Dr. Karl Thomae GmbH, Biberach/Riss, zur Verftigung gestellt. NADH 
und NADPH stammten von der Firma C. F. Boehringer & Soehne GmbH, Mann- 
heim. Die mikrosomale Cytochrom-c-Reduktase wurde nach der Vorschrift von 
Omura und Sators prapariert. 

Identljizierung der Produkte 
In 480 ml einer gesattigten, w@rigen L&sung von Phenacetin (= ca 0,5 . 10-s M) 
werden 30 mMo1 Na4Ps07.10 HsO gel&t und 10 mMo1 FeS04.7 Hz0 in 20 ml Wasser 
zugegeben. Man rtlhrt die Lbsung im offenen Gefti bei 25°C an der Luft und stoppt 
nach 30 min. mit 5 ml konz. NaOH. Der Ansatz wird zweimal mit 500 ml Ather 
extrahiert; die ltherische Liisung wird verworfen und die wliDrige Phase mit 5 ml 
konz. HsSG4 angesauert. Nach Zusatz von NaCl bis zur S%tigung schtittelt man die 
Phenole zweimal mit 500 ml Ather aus. Die vereinigten Atherextrakte werden ein- 
geengt und strichformig auf Kieselgelplatten HFss4 (Merck AG, Darmstadt) (20 x 
40 cm, 1 mm Schichtdicke) aufgetragen. Man chromatographiert zweimal in einem 
FlieBmittel aus 79 Teilen Benzol, 14 Teilen Methanol und 7 Teilen Eisessig. Die 
einzelnen Kieselgelzonen werden im Soxhlet-Apparat mit Methanol extrahiert und 
rechromatographiert. Nach erneuter Elution filtriert man tiber eine Aluminiumoxyd- 
Saule und kristallisiert den eingeengten Riickstand aus Aceton urn. 

Bestimmung der Produkte 
Flir die Bestimmung der phenolischen Metabolite von Phenacetin inkubiert man 

die Ansatze (Gesamtvolumen von 2,0 ml) in Schliffreagenzglfisern. Die Konzentra- 
tionen und Versuchsbedingungen sind in den Legenden der Tabellen angegeben. Nach 
der Inkubation wird die Reaktion mit 0,l ml 5 n NaOH gestoppt und der Ansatz mit 
8 ml Ather geschtittelt. Die Atherphase wird verworfen und die w%Brige Phase mit 
0,2 ml 5 n H&G4 angesauert. Unter Zusatz von NaCl werden die Phenole mit 10 ml 
Ather ausgeschtittelt und 9 ml des Atherextraktes in Reagenzglasern auf dem Wasser- 
bad eingeengt. Den Rlickstand trLgt man unter zweimaligem Nachspiilen mit einem 
Ather-Aceton Gemisch (I:2 v/v) quantitativ auf Dtinnschichtplatten HFss4 (Merck AG, 
Darmstadt) auf und entwickelt in dem FlieBmittel aus 79 Teilen Benzol, 14 Teilen 
Methanol und 7 Teilen Eisessig. Nach einer Laufstrecke von 16 cm werden die Flecke 
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unter der UV-Lampe markiert und die Kieselgelzonen in ~nt~fugengl~ser iiberfw. 
Nach Zugabe von 1.0 ml NaGH (0,l n), 1,O ml Phenolreagenz [nach Folin-Ciocalteu, 
(Merck AG, Darmstadt) 1:3 verdiinnt] und 1,0 ml NaaCOs-Ldsung (1 m) wird die 
Farbe w&end 30 min bei 37” im Wasserbad entwickelt und die Extinktion in 0,5 cm 
Kiivetten bei 578 nm bestimmt. 

Eichkurven 
Die Ausbeute an den entstandenen Phenolen wurden an Hand von Eichkurven 

bestimmt. Wahrend die Doppelbestimmungen untereinander nur geringe Abweichun- 
gen zeigen, ist die Wiederfindung bei den Eichwerten von den Inkubations~din~n~n 
abh$@ig. Das e&l&t sich aus der Empfindlic~eit der Phenole gegeniiber den 
anwesenden Oxydationsmitteln (Metallionen, Sauerstoffradikale), die je nach Art 
des verwendeten Systems vzjllig verschieden sind. Fti jedes System werden daher 
eigene Eichkurven angefertigt, deren Einzelwerte mit den jeweils drei Referenzsub- 
stanzen unter den gleichen Bedingungen wie die Ansatze inkubiert werden 
mussen. Da das Sub&rat den Eichwerten nicht zugesetzt werden kann, wird es in 
den Eichanssitzen durch eine andere Verbindung ersetzt, die die gleiche Menge 
Sauerstoffradikale abftingt und die Analytik der Phenolbestimmung nicht start. 
Daftir eignet sich Methanol. Die Methanolkonzentration, die in den A&&en die 
Hydroxylierung des Substrates urn 50% hemmt, entspricht dann in ihrer Wirksam- 
keit als Radikalf-anger gerade der Substratko~ntration. 

Die angegebenen Fehler~e~n stellen den mittleren Fehler des Mittelwe~es dar, 

ERGEBNISSE 

Nach der Inkubation von Phenacetin in den verschiedenen Modellsystemem 
erhglt man bei praparativer Schichtchromatographie in den 4 Hauptzonen folgende 
Reaktionsprodukte : 

Zone 1 (RrWert = 0,92) enthilt das nicht umgesetzte Phenacetin. Zone 2 @$-Wet% = 
0,74): Die hieraus eluierte Substanz reagiert mit Dichlorc~nonchlo~mid und ist 
entsprechend dem chromato~ap~schen Verhalten in drei Laufmitteln, dem Schmelz- 
pm&t (und Mischschmel~un~), sowie dem UV- und IR-S~~~m mit 2-Hydroxy- 
phenacetin identisch. Zone 3 (Rowed = 0,66} : Hier befindet sich ebenfalls ein Phenol, 
das sich mit dem Reagenz nach Folin-Ciocalteu und mit Dichlorchinonchlorimid 
anfsrben itit. Der Schmelzpunkt betrligt 163” (korr.), h,, (0,ln NaOH) = 299 nm) 
Aus dem IR-Spektrum und dem NMR-Spektrum l&St sich ablesen, da13 ein Aromat 
mit den drei Substituenten -NHCOCHs, -0cZH5 und -OH vorliegt. Demnach 
handelt es sich urn 3-Hydroxyphenacetin (2-Athoxy&acetaminophenol). Zone 4 
(Rf-Wert = 0,49): Dem Rj-Wert sowie dem W- und IR- Spektrum nach entspricht 
die hier befindliche Substanz authentischem N-Acetyl-p-aminophenol (4-Hydroxy 
acetanilid). 

Die einfachsten hydroxylierenden Systeme bestehen aus reduzierten Schwer- 
metal~onen, die molekularen Sauerstoff reduzieren. In Tabelle 1 sind die wichti~ten 
dieser Systeme aufgefiihrt. 
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Neben der Hydroxylierung in 2- und 3-Stellung des aromatischen Kerns beobachtet 
man such eine Desalkylierung des Phenacetins. Das Verhlltnis der Kernhydroxy- 
lierung zur Desalkylierung variiert von System zu System stark. Die Produkte wurden 
stets nach einer gleichlang gewiihlten Inkubationsdauer bestimmt. Die Ausbeuten 
entsprechen daher nicht den nach vollstandiger Oxydation der eingesetzten Menge an 
Schwermetall maximal moglichen Ausbeuten. 

TABELLE 1. HYDROXYLIERUNG UND DESALKYLIERUNG VON PHENACETIN IN 
SYSTEMEN MIT REDUZIERTEN SCHWERMETALLIONEN UND SAUER~T~FF 

No. System 

Fe2+/EDTA/02 
Fe2+/P2074-/02 
Feus++,~/02 

Ti3+/0e2 
va+/oz 
Sn2+/HP042-/Oz 

Ausbeute 
~Mol 

2-Hydroxy- 3-Hydroxy- 4-Hydroxy- 
phenacetin phenacetin acetanilid 

% % % 

0,91 
1,45 
0,52 
I,72 
0.03 
0732 
0,21 

32 f 0,l 

:; 2 8d 
20 + 0:4 
16 f 1,8 
26 + 2,l 
27 f 1,7 

:1:X 
30 f 1:4 
46 f 0,4 
28 f 1,4 
31 f 1,8 
28 f I,4 

34 f 0,6 
39 f 0,7 
40 f 2,3 
34 f 0,5 
56 f 2,l 
43 f 1,9 
45 f 0,s 

Konzentrationen: FeS04 .7HzO 20 ~Mol, CuCl2O ~Mol, TiCls (15 %ige Los.) 20 ~Mol, 
VCh (lO%ige Los.)* 20rMo1, SnCls. 2HeO 20 ~Mol, EDTA 30 pMo1, Na4PzO7. 10 Hz0 
60 ~Mol, Naz-citrat 50 ~Mol, NasHPOd 200 pMo1. Phenacetin 10 pMo1. Endvolumen 2 ml. 
Versuchsbedingungen: Phenacetin wird in $0 ml 0,2 m Acetatpuffer pH 5,8 gel&t. Nach 
Zugabe des Metallions und des Komplexbddners wird mit Wasser auf ein Endvohunen 
von 2,0 ml augeftillt und der pH auf 5,8 (bei No 2 pH 10,2, bei No 7 pH 9,5) eingestellt. 
Es wird 40 min. bei 25” in Schliffreagenzgllsern durch Schtitteln an der Luft inkubiett. 
Bei zu geringen Ausbeuten wurden Mehrfachansatze durchgeftihrt. Die angegebenen 
Werte sind Mittel aus fiinf Versuchen. 

* Fiir die Prlparation danken wir Herm Dr. H. W. Loh. 

Wie wir friiher gezeigt haben, ist ftir ein hydroxylierendes System die Autoxydation 
von reduzierten Schwermetallionen erforderlich.7 Gelingt es daher durch Zusatz 
geeigneter Reduktionsmittel, das oxydierte und damit inaktive Metallion in die 
niedrigere aktive Wertigkeitsstufe zurtickzufuhren, so gentigen bereits katalytische 
Mengen des Schwermetalls. Reduziert man den Eisen (III)-EDTA-Komplex mit 
Ascorbinsaure, so erhalt man das bekannte Udenfriend-System. In den Versuchen der 
Tabelle 2 wird neben Ascorbinsaure such Ninhydrin, sowie metallisches Eisen und 
Kupfer zur Reduktion der Schwermetallionen eingesetzt. Wie Versuch 8 zeigt, 
kann der inaktive Fe3+-EDTA-Komplex such kathodisch reduziert werden. Demnach 
kommt dem Reduktionsmittel keine spezifische Bedeutung zu. 

Bei den mikrosomalen mischfunktionellen Oxygenasen wird die terminale Oxydase, 
das Cytochrom P 450, durch NADPH oder such NADH reduziert. Diese Reduktion 
ist an die Anwesenheit eines Elektronentibertragers gebunden, der den Zweielektronen- 
schritt (Hydridion) in zwei Einelektronenschritte auflijst. Das gilt such fur die nicht- 
enzymatischen Systeme, in denen Methylenblau oder Flavine diese Rolle iibernehmen 
kbnnen (Versuche 1-5, Tabelle 3). Da in den Mikrosomen die Elektronentibertragung 
von NADPH auf Cytochrom P 450 sehr wahrscheinlich tiber die flavinhaltige Cyto- 
chrom c-Reduktase verlluft,is kann Versuch 6 als Model1 fur den Elektronentransport 
der mischfunktionellen Oxgenasen angesehen werden.9 
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Durch Radikalfgnger l%l3t sich die Hydroxylierung und Desalkylierung des Phenacetins 
fast vollst5ndig hemmen (Tabelle 4). Hydrochinon ist ein weitgehend unspezifischer 
Radikalftinger, wtihrend Sulfit,14 Mangan (II)-Ionen,lsg 1s p-Nitrosodimethylanilin17 
und Kaliumbromidls als mehr oder minder spezifische Ftinger fiir Sauerstoffradikale 
gelten. 

TABELLE 2. HYDROXYLIERUNG UND DESALKYLIERUNG VON PHENACETIN IN AEROBEN 
SYSTEMEN MIT KATALYTISCHEN MENGEN SCHWERMETALLIONEN UND 

ELEKTRONJZNDONATOREN 

No. System 
Ausbeute 2-Hydroxy- 3-Hydroxy- 4-Hydroxy- 

fiMol phenacetin phenacetin acetanilid 
% % % 

1 Fe3+/EDTA/Asc.*/Oz 2.78 
2 Fe3+/Pa07*-/Asc./Oz 
3 Fe3+/EDTA/Ninh.t/Oz 
4 CG+/Asc./Oz 
5 Fe3+/EDTA/Femet/Oz 

2;23 
1,55 

6 CG+/Cumet/Oa 0,17 
7 Fe3+/EDTA/0z/e (Kathode) 0,33 

38 
32 

32 

:: 
41 
37 
31 
37 

* Asc. = Ascorbinsgure 
t Ninh. = Ninhydrin 

Konzentrationen in 2,0 ml: Fez (SO& 9HzO und CuSO4 * 5HzO 5 pMo1, EDTA 7,5 ~Mol, Na4P207 
.10 Hz0 15 ~Mol, AscorbinGure 30 ~Mol, Ninhydrin 30 pMo1, Fe- und Cu-Pulver 20 mg. Versuch 7 
wurde als 100 father Ansatz durchgeftihrt und die Ausbeuten auf 20 ~Mol Elektronen umgerechnet. 
Die Reduktion erfolgte an einer Platin-Netzelektrode mit KCI-Briicke. 
Es wurde 6 Studen bei 25”, mit 3,8 mA und 2,0 V elektrolysiert. Alle iibrigen Versuchsbedingungen 
sind in Tabelle 1 angegeben. Die Werte sind Mittel aus drei Versuchen. 

TABELLE 3. REDUKTION DES EISEN (III)-EDTA KOMPLEXE~ MIT PYRIDINNIJKLEOTIDEN 

No. System 
Ausbeute 

/~Mol 
2-Hydroxy- 
phent,mtm 

3-Hydroxy- 
phenf,etin 

4-Hydroxy- 
acetanilid 0, 

Fe3+/EDTA/NADH/Oa 
&letl$l&&&/NADH/Oz 
FMN/NADH/Oz 
Fe3+/EDTA/Me.blaul 

0.00 - - - -,- 
0,os - - - 
0,03 

NtiH/Oi 
Fe3+/EDTA/FMN/NADH/Oz 

Fe3+/EDTA/Cyt.-C-red./ 
NADPH/Oz 

0,71 
0,37 ;; :; :!Z 

0,46 33 33 34 

Konzentrationen in 2,0 ml: Fea (SO&. 9HzO 5 ~Mol, EDTA 7,5 pMo1 Methylenblau 4 ~Mol, FMN 
4 ~Mol, NADH und NADPH 8 pMo1, Cytochrom c-Reduktase 0,l m Phosphat-puffer bei Hp 7,0 
unter den in Tabelle 1 angegebenen Bedingungen im diffusen Tageslicht inkubiert. Die Werte sind 
Mittel aus drei Versuchen. 

Hinweise auf den ngheren Reaktionsmechanismus der Sauerstoffradikale kiinnen aus 
dem VerhHltnis der Ausbeuten der drei entstehenden Oxidationsprodukte von 
Phenacetin erhalten werden. 

Zungchst stelit man bei der Betrachtung dieser Werte fest, da13 die Relationen der 
Oxidationsprodukte in AbhZingigkeit von der Art des eingesetzten Schwermetall- 
komplexes stark variieren. Wie wir zuerst mit Acetanilid und spgter such mit anderen 
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aromatischen Verbindungenis zeigen konnten, ist dieses Verhalten charakteristisch fur 
die Oxidationen mit reduzierten Schwermetallionen und molekularem Sauerstoff. Es 
lie13 sich zeigen, da13 die Ursache daftir in dem Auftreten mindestens zweier verschie- 
dener Sauerstoffradikale (das OH-Radikal und sehr wahrscheinlich das Sauerstoffatom 
‘Oxen’) zu suchen ist. Je nachdem ob an der Oxidation der Substrate mehr OH- 
Radikale oder mehr Sauerstoffatome beteiligt sind, beobachtet man Unterschiede in 
der Art und dem Verhaltnis der Oxidationsprodukte. 

TABELLE 4. HEMMUNG DER HYDROXYLIERUNG UND DESALK~IERUNG VON 
PHENACETIN IM SYSTEM Fes+/EDTA/Os DURCH RADIKALF~~NGER 

No. Hemmstoff Hemmung 
% 

1 - 0 
2 Hydroehinon 85 f 9 
3 Sulfitionen 78 f 3 

4 Mangan (II)-ionen 5 p-Nitroso-dimethylanilin z::; 
6 Kaliumbromid 71 & 3 

Konzentrationen der Hemmstoffe in 2,0 ml 
= 50 pMo1. Alle iibrigen Bedingungen sind 
der Tabelle 1 zu entnehmen. Die Werte sind 
Mittel aus drei Versuchen. 

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Phenacetin-Oxidation bei den beiden reinen 
Hydroxylierungssystemen und bei einem anderen System aufgeftihrt, in dem beide 
Oxydationsmechanismen zusammen auftreten. Gleichzeitig wurde die Abhangigkeit 
der Verteilung der Produkte von der Reaktionstemperatur verfolgt. Wird die Oxidation 
mit OH-Radikalen, wie bei der Reduktion von Wasserstoffperoxyd durch den Fe2+- 
EDTA-Komplex in Gegenwart von Ascorbinsaure und unter Ausschlug von Sauer- 
stoff durchgeftihrt,s so erhalt man neben der Hydroxylierung in Stellung 2 zur 
N-Acetylgruppe eine hohe Hydroxylierungsrate in Stellung 3 und eine relativ geringe 
Abspaltung der Athoxylgruppe. Der Einflug der Temperatur ist nur gering und wirkt 
sich in einem geringfugigen Anstieg der Desalkylierungsrate aus. In dem System 
Sns+/HPO$-/Os verlauft dagegen die Hydroxylierung fast ausschliel3lich nach dem 
Oxen-Mechanismus. Hier findet man einen hohen Anteil an Desalkylierungsprodukt 
und gleiche Mengen 2- und 3-Hydroxyphenacetin. Oberhalb 25°C ist keine Anderung 
der Produkteverteilung mit der Temperatur zu beobachten. Nur bei einer Ernie- 
drigung der Temperatur nimmt der Prozentsatz der Desalkylierung noch etwas zu. 

Im System Fes+/EDTA/Oa hingegen ist der relative Anteil der verschiedenen Oxyda- 
tionsprodukte von Phenacetin von der Versuchstemperatur abhangig. Der relative 
Anteil der Desalkylierung am Gesamtumsatz von Phenacetin nimmt mit steigender 
Temperatur ab, wahrend sich der Anteil an kernhydroxylierten Prod&en erhoht. 
Die absolute Ausbeute an 4 Hydroxy-N-Acetyl-anilid (NAPAP) bleibt hingegen fast 
konstant. Die absolute Ausbeute an 2- und 3-OH Phenacetin hingegen nimmt mit 
steigender Temperatur zu. Die erhaltenen Werte bei 0” entsprechen dabei sehr gut 
denen des Sns+-Systems und bei 100” zeigen sie eine gute Ubereinstimmung mit der 
Produkteverteilung, die in dem System mit OH-Radikalen (Fes+/EDTA/HsOs/Nz) 
erhalten wird. Ein ganz analoges Verhalten wurde friiher bei der Hydroxylierung 
von Acetanilid in diesem System gefunden. Dieser starke Temperatureffekt auf die 
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Verteilung der Oxidationsprodukte kann in Ubereinstimmung mit friiheren Ergeb- 
nissen* auf unterschiedliche Tem~raturabh~n~gkeit der an der Oxidation des Sub- 
strates beteili~en Me~hanismen erklHrt werden. 

DISKUSSION 

Fur Phenacetin als Substrat nichtenzymatischer aerober Hydroxylierungssysteme 
werden ganz analoge Ergebnisse wie mit Acetanilid erhalten. Im Prinzip stellt jedes 
System, das den moIekularen Sauerstoff dumb ~hwermetalle reduziert, ein poten- 
tielles Hydroxylierungssystem dar. Fiir die praktische Durchfuhrung einer Sub- 
strathydroxylierung ist eine gentigend groBe Geschwindigkeit der Sauerstoffreduktion 
notwendig, die aber fast immer durch die Wahl eines geeigneten Komplexbildners 
erreicht werden kann. 

Ob die Hydroxylierungsa~i~t~t durch das Metallion selbst, etwa durch eine 
Stab~ierung der Sauerstoffradikale minuet wird, mul3 noch untersucht werden. 
Die Unterschiede in dem Verhaltnis der Oxidationsprodukte Iassen sich, wie schon bei 
der Versuchen mit Acetanilid als Substrat gezeigt wurde, auf eine konkurrierende 
Beteiligung von OH-Radikalen und Sauerstoffatomen (Oxen-Mechanismus) an der 
Oxidation des Phenacetins zurilckfiiren. Die Hydroxylierung und Desalkylierung 
durch beide Sauerstoffradikale kommt dabei nach zwei sehr verschiedenen Mechanis- 
men zustande.8 

OH-Radikale greifen stabile CH-Bindungen praktisch nicht anrl* 2s und addieren 
sich bevorzugt an das rr-Elektronensystem des aromatischen Kerns.21 Der hohe relative 
Anteil der Kernhydroxyliernng wird damit verstindlich. Die Bevorzugnng der 3- 
Stellung kbnnte bei der elektrophilen Natur des OH-Radikals auf eine hohere Elek- 
tronen~chte in dieser Position ~r~ckgef~ werden. Im Phenacetin sind die dem 
Ather-Sauerstoff benachbarten CH-Bindungen so labil, dal3 OH-Radikale neben der 
Addition an den Kern such ein Wasserstoffatom abstrahieren kbnnen: 

H H 
I I 

R-0-C-CHs + ~OH+R---0-C-CHs + Hz0 

H 

Das so entstandene Radikal kann mit einem weiteren OH-Radikal zum Phenol und 
Acetaldehyd weiterreagieren. Die Atherspaltung mit Chloratomen findet nach dem 
gleichen Mechan~mus statt.ss Man weil3, dal3 bei Radi~lrea~onen eine Tempera- 
turerh~hung allgemein zur Steigerung der Reaktivitat und damit zur Abnahme der 
Seiektivitat frihrt.23 Man kann daher annehmen, da13 mit hoherer Temperatur die 
Abstraktion des Wasserstoffatoms gegentiber der Addition an den Kern zunehmend 
an Gewicht gewinnt. Damit findet der sehr geringe, aber signifikante Anstieg der 
Desalkylierungsrate mit OH-Radikalen seine Erkllrung. 

Fiir den bisher nur sehr wenig:untersuchten Oxen-Me~hanismus konnte als charak- 
teristische Eigenschaft eine direkte Oxidation der CH-Bindungen nachgewiesen werden. 
Da der Sauerstoff der OH-Gmppe aus dem Luftsauerstoff stammt,24 ist die Ein- 
schiebung eines Sauerstoffatoms anzunehmen. Der Oxen- Mechanismus wird daher 
nicht von der Elektronendichte des aromatischen Kerns beeinfluBt und ftihrt zu einer 



Untersu~hun~n zum M~h~ismus der Hydroxylierung 2245 

gleich hohen Ker~y~oxyl~erung in Position 2 und 3. Schwachere CH-Bindungen 
werden such bei diesem Mechanismus bevorzugt angegrifTen (CH,,h. :CHtert. bei 2- 
Methylbutan = 1:2,8).2O Die relativ hohe Desalkylierungsrate Ia& sich daher durch 
folgenden Reaktionsablauf erkliiren : 

H OH 0 
I I \ 

R-O-C-CHs + 0 -+ R-0-C-CHs + R-OH + C-CH3 

k H/ 

Da Phenacetin in vivo von den ~schfunktionellen Oxygen~en fast auss~hlie~li~h 
desalkyliert wird,2 stellt der Oxen-Mecha~smus ein wesentlich besseres Model1 fiir 
die mikrosomalen mischfun~ionellen Oxygenierungen dar als die Oxidation durch 
OH-Radikale. Auch die enzymatische 0-Qesalkylierung muB iiber eine direkte 
Oxidation der CH-Bindung am a-C-Atom des Alkylrestes verlaufen, da der Sauerstoff 
der als Aldehyd abgespaltenen Alkylgruppe aus dem Luftsauerstoff stammt.25 
Bereits von Gillette3 wurde der oben aufgefihrte Desalkylierungsmecanismus durch ein 
Sauerstoffatom ftir die mikrosomalen Desalkylierungen postuliert. 

Diese Vorstellungen lassen sich such auf die Desalkylierungen am Stickstoff und 
Schwefel iibertragen, da im Falle der IV-Desalkylierung sogar das am a-Kohienstoff 
hydroxylierte Zwischenprodukt aufgefunden werden konnte.26 

Die Annahme eines oxen-halogen Hydroxylierungsmecha~smus in den Mikro- 
somen erkl&t such, warum kein Wasserstoff~roxyd als Zwischenprodukt der enzy- 
matischen Sauerstoffredu~ion auftritt. Dieser Mechanismus e&l&t die enzymatische 
Hydroxylierung von Aliphaten (z.B. Steroiden) und die Dihydrodiol-Bfdung von 
kondensierten Aromaten. Beide Reaktionen laufen mit OH-Radikalen nicht ab. 

Andererseits gibt es jedoch zwischen dem aktiven Sauerstoff der Mikrosomen und 
dem Oxen-Mechanismus in Modellen Unterschiede, die darauf hinweisen, da13 das 
Sauerstoffatom bei enzymatischen Hydroxylierungen nicht frei, sondern an Metallionen 
am Enzym stabilisiert auftritt.16 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie 
danken wir fiir die gewghrte Unterstiitzung. 

~rnen~~~ An Modells~temen (reduzierte ~hwermet~lkomplexe und OZ), 
die urspr~~i~h zum Studium der Wirk~gswei~ mikrosomaler Hydroxylasen Verwen- 
dung fanden, wurde die Hydroxylierung und die oxydative Desalkylierung von Phena- 
&in untersucht. 
(2) Unter den Oxydationsprodukten wurde neben 2-Hydroxyphenacetin das bisher noch 
nicht beschriebene 3-Hydroxyphenacetin nachgewiesen und isoliert. 
(3) Das Verhiiltnis von Kernhydroxylierung zu oxydativer Desalkylierung hiingt von den 
verwendeten Modellsystemen ab. Dieser Befund 1tiDt sich durch die Beteiligung zweier 
Oxidationsmechanismen erkliiren. 
(4) Fiir die Hydroxylierung am aromatischen Ring von Phenacetin sind vorwiegend OH- 
Radikale, fiir die O-Desalkylierung wahrscheinlich Sauerstoffatome (‘Oxen-Mechanis- 
mus’) verantwortlich. 

Verwendete Abkiirzungen : 
NAPAP = ~-A~ty~-~-~ophenol 
FMN = Flavin-mononukleotid 
EDTA =Dinatriumsalz der ~thylendiamin-tetraessig~u~ 
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Anerkennq-Wir danken Heron K. H. Sommerlad fiir Hilfe bei der experimentellen Arbeit und 

Herrn Dr. H. Ahlbrecht fiir die Aufnahme des NMR-Spektrums. 
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