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Ein zwei Metalle enthaltendes Modellsystem
fiir Cytochrom P,5,: Einflul des Membranmilieus
auf die katalytische Oxidation**

Albertus P. H. J. Schenning, Dominicus H. W. Hubert,
Jan H. van Esch, Martinus C. Feiters und Roeland
I M. Nolte*

Cytochrom P,,, katalysiert eine Vielzahl von Oxidationen,
darunter die Hydroxylierung von Alkanen und die Epoxidie-
rung von Alkenen, Das aktive Zentrum dieses membrange-
bundenen Enzyms enthilt eine Him-Einheit und eine Thiolat-
gruppe als axialen Liganden. Der Katalysecyclus umfalt die
Bindung eines Substratmolekiils, die Reduktion von Eisen{ur)
zu Eisen(m) und die Bindung und die reduktive Spaltung von
molekularem Sauerstoff, wobei formal ein Oxoeisen(v)-Kom-
plex gebildet wird, welcher sein Sauerstoffatom auf das gebun-
dene Substratmolekiil {ibertrdgt. Das Eisenzentrum erhélt die
Elektronen iber ein Flavoprotein von NADPH.

Wegen der biologischen Bedeutung von Cytochrom P, —
dieses Enzym spielt eine entscheidende Rolle beim Stoffwechsel
endogener und xenobiotischer Verbindungen — und weil dieser
Prototyp eines Oxidationskatalysators als Modell fiir eine neue
Generation von synthetischen Katalysatoren dienen konnte,
wird gegenwiirtig in vielen Arbeitsgruppen versucht, die Funk-
tionsweise von Cytochrom P,, mit Modellverbindungen zu si-
mulieren'?!. Bisher sind nur wenige Modelle beschrieben wor-
den, die die wesentlichen Merkmale des natiirlichen Systems
miteinander verbinden, also molekularen Sauerstoff als Oxida-
tionsmittel, ein Metalloporphyrin als Katalysator, einen Elek-
tronendonor und ein Membransystem, das diese Komponenten
enthilt!®. Alle Modelle haben den Nachteil, daB sie eine sehr
schwache katalytische Aktivitdt aufweisen.
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Bei unseren Untersuchungen neuartiger, supramolekularer
Katalysatoren fanden wir, da der Rhodiumkomplex [Rh™(7>-
Cp*)(bpy)Cl,] (Cp* = Pentamethylcyclopentadienyl, bpy =
2,2’ -Bipyridin) ein wirksamer Katalysator fiir die Reduktion
von Mangan(tr)-Porphyrinen durch Natriumformiat ist™!. Wir
berichten nun iiber ein membrangebundenes Cytochrom-P, ;-
Modell, das Alkene mit beachtlichen Wechselzahlen epoxidiert.
Das System ist aufgebaut aus Vesikeln, die [5,10,15,20-Tetrakis-
(2,6-dichlorphenyl)porphyrinatojmangan(im-acetat ([Mn™(t, 4-
diCIPP)D) 1 als Katalysator!™, N-Methylimidazol als axialen
Liganden und den amphiphilen Rhodium(im)-Komplex 2!¢! zu-
sammen mit Natriumformiat als Elektronendonor enthalten.
Wir stellten fest, daB die Art der Membran einen enormen Ein-
fluB auf die katalytische Aktivitit des Modellsystems hat.

HzC1s CigHaz

Das Manganporphyrin 1 und der Rhodiumkomplex 2
wurden mit der Ethanol-Injektionsmethode!” in positiv ge-
ladene Vesikel aus Dimethyldioctadecylammoniumchlorid
(DODAC)™®! und in negativ geladene Vesikel aus Dihexadecyl-
phosphat (DHP)® eingebaut. Mit Gelpermeationschromato-
graphie und Elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden,
daB das Porphyrin und der Rhodiumkomplex an die Doppel-
schichten der Vesikel gebunden waren und daB die Struktur der
Vesikel durch den Einbau nicht zerstért wurde. Der Durchmes-
ser der Vesikel beider Amphiphile betrug ca. 4000 A. Die Fluo-
reszenzspektren von H,-t, -diCIPP  zeigten sowohl in
DODAC- als auch in DHP-Vesikeln keine Selbstloschung, wenn
das Molverhiltnis von Porphyrin zu Amphiphil kleiner war als
0.005 (T =70°C). Dies zeigt, dalB sich unterhalb dieses Wertes
die Porphyrinmolekiile nicht aneinanderlagern'. Die Zugabe
wasserldslicher Quencher (Nal und CuSO, im Falle der DO-
DAC- bzw. DHP-Vesikel) verinderte das Fluoreszenzspektrum
von Vesikel-gebundenem H,-t, ,-diCIPP nicht. Wahrscheinlich
befindet sich das Porphyrin im Inneren der Doppelschichtmem-
bran der Vesikel. ESR-Untersuchungen mit [Cu'(t, ,-diCIPP)]
anstelle von 1 lieBen erkennen, dafl die Porphyrinmolekiile
in beiden Vesikeltypen parallel zur Oberfldche ausgerichtet
sind"* !, Der Aufbau des Modellsystems ist in Abbildung 1 dar-
gestellt.

Wir untersuchten zuerst den Einflul der Membranmatrix auf
die Reduktion des Mangan(im)-Porphyrins. Dazu wurde der
zeitliche Verlauf der Abnahme der Absorption bei 660 nm
(Mn"™-Porphyrin) und der Zunahme der Absorption bei 448 nm
(Mn"-Porphyrin) im UV/VIS-Spektrum verfolgt, und zwar so-
wohl unter Argon als auch in Gegenwart von Luft. Das Molver-
héltnis von Rhodiumkomplex zu Manganporphyrin wurde von
0.5 bis 10 variiert. Unter Argon wurde das Mn"™-Porphyrin
sowohl in DODAC- als auch in DHP-Vesikeln bei allen geteste-
ten Rh/Mn-Verhaltnissen reduziert. Die Reduktionsgeschwin-
digkeit stieg dabei linear mit der Rh"™-Konzentration an. Bei
gleichem Rh/Mn-Verhiltnis war die Reduktionsgeschwindig-
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Abb, 1. Schematische Darstellung des Cytochrom-P, 5,-Modellsystems und der ka-
talysierten Reaktionen.

keit in DODAC-Vesikeln hoher als in DHP-Vesikeln ([Rh]/
[Mn] =1; ky(DODAC) >100 nmolL~'s™!, k(DHP) =20 +
2 nmol L~ 's™ ). Die Reduktion von Mn'™ in DODAC-Vesikeln
lief auch in Gegenwart von Luft ab. Ein dhnliches Ergebnis
wurde fiir DHP-Vesikel erhalten, wenn das Verhiltnis Rh/Mn
groBer als 1 war, andernfalls wurde Mn" reoxidiert. In Abwe-
senheit des Rh"™-Komplexes oder des Formiats fand keine Re-
duktion statt. Diese Ergebnisse zeigen, dall das Rhodium-For-
miat-System das membrangebundene Mn™-Porphyrin zu
reduzieren vermag. Vermutlich wirkt dabei der Rhodiumkom-
plex — in Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen™! —als
redoxaktiver Phasentransfer-Katalysator. Die Reduktion von
Mn'" verliuft in den positiv geladenen Vesikeln rascher als in
den negativ geladenen, weil bei den ersteren die Formiatkonzen-
tration an der Grenzfliche zwischen der Doppelschichtmem-
bran und der wiBrigen Phase héher ist. Die Tatsache, dal} in
DODAC-Vesikeln generell und in DHP-Vesikeln bei einem Rh/
Mn-Verhiltnis von iliber 1 Mn" nicht reoxidiert wird, weist dar-
auf hin, daB die Reduktion von Mn'" erheblich schneller abliuft
als die Reoxidation.

In einer zweiten Versuchsreihe untersuchten wir, ob unser
membrangebundenes Cytochrom-P,.,-Modellsystem Alkene
epoxidieren kann. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
Alle untersuchten Substrate wurden durch das auf DHP-Vesi-
keln basierende katalytische System epoxidiert. Die Wechsel-

Tabelle 1. Epoxidiernng von Alkenen durch das membrangebundene Cytochrom-
P,so-Modellsystem [a].

Nr. Membranbildner Substrat Produkt [b] ‘Wechselzahl [c]
1 DHP o-Pinen o-Pinenoxid 360
2 DHP cis-Stilben cis-Stilbenoxid 45
3 DHP Limonen Limonenoxid 50
4 DHP Styrot Styroloxid [d] 55
5 DHP [e] Styrol Styroloxid 5
6 DODAC Styrol - 0
7 DODAC [e] Styrol - 0

[a] Reaktionsbedingungen: siche Experimentelles. Die Reaktion wurde mit Gas-
Flissig-Chromatographie (GLC) 1 h lang verfolgt. Danach war der Katalysator
noch intakt. [b] Das einzige Reaktionsprodukt war das Epoxid; dieses zersetztc sich
allmihlich zu anderen Produkten. Die Zersetzungsprozesse waren vom Rh/Mn-
Moiverhiiltnis unabhédngig. Es wurde kein Epoxid gebildei, wenn keine Vesikel
vorhanden waren oder eine Komponente des katalylischen Systems fehlte. [c] [Epox-
id]/[1] pro Stunde, berechnet anhand des Anfangsbereichs der Zeit-Umsatz-Kurve.
a-Pinenoxid wandelte sich innerhalb einer Stunde zu Gber 90% in Pinocamphon
um. Das Limonenoxid zersetzt sich zu ca. 50% zu bislang nicht identifizierten
Produkten. [d] Styroloxid und Stilbenoxid waren unter den experimentellen
Bedingungen stabil. [e] Molverhiltnis Rh/Mn =10.
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zahlen sind héher als die mit dem neulich von uns beschriebenen
Zweiphasensystem erreichten'!. Sie liegen im gleichen Bereich
wie die mit dem natiirlichen System zu beobachtenden Wechsel-
zahlen (1 nmol Produkt pro min pro nmol Cytochrom P, )1,
Anders als beim Zweiphasensystem bleibt der Katalysator wih-
rend der Reaktion weitgehend intakt. Die Bedeutung des Mem-
branmilieus fiir die katalytische Epoxidierung trat zutage, als
die DHP-Vesikel durch DODAC-Vesikel ersetzt wurden. In die-
sem Membransystem wurden Alkene nicht epoxidiert (vgl. die
letzten zwei Zeilen von Tabelle 1). Wahrscheinlich ist an der
positiv geladenen Grenzfliche die Konzentration an H*-Ionen
zu niedrig, um die Bildung der katalytisch aktiven Oxoman-
gan(V)-Spezies zu ermdglichen''). Wurdc im DHP-System das
Rh/Mn-Verhiltnis von 1 auf 10 erhdht, so nahm die Wechsel-
zahl der Reaktion betrichtlich ab (Tabelle 1, Zeile 5). Diese Er-
scheinung ist moglicherweise darauf zuriickzufithren, dabB auf-
grund der hoheren Konzentration an Rhodiumzentren mehr
Elektronen verfiigbar sind. Dies begiinstigt eine Nebenreaktion,
bei der Wasser entsteht (den ,unproduktiven Reaktions-
pfad 1],

Fassen wir zusammen : Wir haben ein zwei Metalle enthalten-
des, membrangebundenes Cytochrom-P,.,-Modellsystem ent-
wickelt, das die Epoxidierung von Alkenen mit beachtlichen
Wechselzahlen katalysiert. Momentan untersuchen wir, ob auch
katalytisch aktive Systeme zuganglich sind, die Substratselekti-
vitdt zeigen.

Experimentelles

Reduktionsversuche: Die gewiinschien Mengen vorgefertigter Losungen von 1, 2,
N-Methylimidazol und DHP oder DODAC in Chloroform wurden in einem
Reagensglas gemischt. Das Losungsmittel warde im Stickstoffstrom entfernt, wobei
cin homogener Film zuriickblieb. Dieser Film wurde in 100 uL Ethanol/THF (1/1,
v/v) geldst und in 1.25 mL 75 °C warmen Wassers injiziert. Die Suspension wurde
30 min mit Argon gespiilt und in cine Kivette injiziert, die 1.25 mL eines 75°C
warmen Ethylmorpholin/Natriumformiat-Puffers enthielt. Resultierendes Milieu:
2.4 pm 1, 2.4 x n pM 2 (n = Rh/Mn-Molverhiltnis), 3.95 pm N-Methylimidazol und
910 um DODAC bzw. DHP in einem Ethylmorpholin/Natriumformiat-Puffer
(50 mM/250 mm, pH =7.0); T=70°C.

Epoxidierungsversuche: Milieubedingungen nach dem Mischen wie zuvor mit
n =1, jedoch mit dem Substrat als zusétzlichem Bestandteil (200 pm). Diesmal wur-
den die 100 puL. der Ethanol/THF-Losung direkt in 2.5 mL Pufferlésung (75°C)
injiziert. Das Substrat wurde zugesetzt und das Reaktionsgemisch von Zcit zu Zeit
analysiert, indem ein Aliquot von 0.2 mL entnommen und mit 0.1 mL Diethylether
versetzt wurde, der Mesitylen als internen Standard enthielt. Diese Mischung wurde
kriftig geschiittelt (Vortex-Gerét) und zentrifugiert. Nach der Phasentrennung wur-
de eine Probe von 5 pL aus der Diethylether-Schicht entnommen und mit GLC
analysiert (Sdule: Chrompack, WCOT/CP-SIL5CB; Temperaturprogramm: 70°C
(2 min), 10 Kmin™?, 220°C (2 min)).
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