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Von der Hämkatalyse zum Cytochrom P4501

Lieber Jubilar Werner Scheler !
Werte Anwesende !

Es ist für mich eine besondere Freude und Ehre,
heute hier sprechen zu dürfen – insbesondere auch
deshalb, weil ich mich in zweifacher Weise mit
dem Jubilar verbunden fühle. Werner Scheler war
nicht nur für eine Reihe von Jahren mein Chef als
Leiter der Abteilung Hämkatalyse am Zentralinsti-
tut für Molekularbiologie der Akademie der Wis-
senschaften der DDR, sondern legte mit seinen
wissenschaftlichen Arbeiten in den fünfziger Jah-
ren auch eine entscheidende Basis für meine eige-
nen Forschungen. 

1. Schelers fundamentelle Entdeckung am Häm im Methämoglobin

Das Wort „Häm“ hörte ich erstmals 1972, als ich bei Prof. Werner Haberditzl
an der Sektion Chemie der Humboldt Universität zu Berlin meine Diplomar-
beit über „Spektrale Eigenschaften von Porphyrinen“ begann. Ich hatte die
Aufgabe, ein Computerprogramm zur quantenchemischen Berechnung von
elektronischen Zuständen und deren magnetischen Eigenschaften zu schrei-
ben und auf das Porphyrin und Eisenporphyrin anzuwenden. Hauptaugen-
merk sollte darauf gelegt werden, den Einfluss des Eisens auf die
Porphyrinzustände quantitativ zu erfassen. Zur damaligen Zeit war mir nicht
im geringsten bewusst, dass ich damit in ein so interessantes und wichtiges
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Forschungsgebiet eintrat, zu dem der Jubilar bereits eine Reihe von Jahren
zuvor wesentliche fundamentale Beiträge lieferte. Auch als ich 1973 am Zen-
tralinstitut für Molekularbiologie der Akademie der Wissenschaften der DDR
in Berlin-Buch meine Tätigkeit als wissenschaftliche Mitarbeiterin und damit
meine Forschungen zu Struktur-Funktions-Beziehungen im Cytochrom P450
aufnahm, wusste ich wenig von dem, was Werner Scheler an Hämoglobinen
und Myoglobinen erkannt hatte und dass das von großer Bedeutung für das
Enzym Cytochrom P450 sein würde. 

Abb. 1: Die erste Seite der grundlegenden Arbeit von W. Scheler, G. Schoffa und  F. Jung über
den Zusammenhang von Lichtabsorption und Spinzustand des Hämeisens im Myoglobin [1].
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Im Jahre 1956 erschien in der Zeitschrift „Die Naturwissenschaften“ der
Artikel von W. Scheler, G. Schoffa und F. Jung mit dem Titel „Über die Zu-
sammenhänge zwischen Lichtabsorption und paramagnetischer Suszeptibili-
tät bei Methämoglobin-Komplexen“ (Abbildung 1) [1]. Darin zeigen die
Autoren, dass sich das Maximum der Soretbande (Lichtabsorption) des Por-
phyrinrings im Methämoglobin zu niedrigen Wellenlängen verschiebt, wenn
die Anzahl der ungepaarten Elektronen am Hämeisen (paramagnetische Sus-
zeptibilität) bei verschiedenen axialen Liganden größer wird. 

Jedes Elektron besitzt einen Spin, dem eine Quantenzahl +1/2 oder -1/2
zugeordnet wird. Eisen im dreiwertigen Zustand hat fünf Elektronen in den
oberen Energieniveaus. Von diesen fünf Elektronen können z. B. drei Elek-
tronen den Spin von +1/2 und zwei Elektronen den Spin -1/2 besitzen. Der
summarische Spin wäre dann +1/2 und man nennt diesen Zustand „Niedriger
Spin“ („low-spin state“).  Alle fünf Elektronen können aber auch den gleichen
Spin besitzen (z.B. +1/2), dann ergibt sich ein summarischer Spin von +5/2.
In diesem Fall spricht man von einem „Hohen Spin“ oder „high-spin state“.
Scheler und Mitautoren berichten, dass die Natur des axialen Hämliganden
bestimmt, welcher Spinzustand vom Eisen eingenommen wird und dass das
sich in der Lichtabsorption niederschlägt. Wie detaillierte Untersuchungen in
späteren Jahren dann zeigen [2,3], gibt es Situationen, bei denen ein Gleich-
gewicht zwischen dem „low-spin state“ und dem „high-spin state“ vorliegt,
das durch äußere Bedingungen wie z.B. die Temperatur verschoben werden
kann. Dieses am Methämoglobin beobachtete Phänomen des temperaturab-
hängigen High-Spin/Low-Spin-Gleichgewichtes wurde in den siebziger Jah-
ren mittels optischer Methoden auch am Cytochrom P450 nachgewiesen; etwa
zur gleichen Zeit durch eine amerikanische Arbeitsgruppe am bakteriellen Cy-
tochrom P450cam [4] und Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof. Klaus
Ruckpaul in der Abteilung Biokatalyse des Zentralinstituts für Molekularbi-
ologie der AdW der DDR an mikrosomalem Cytochrom P450 [5,6]. Der pro-
zentuale Anteil der Cytochrom P450 Moleküle, der sich im High-Spin-
Zustand befindet, wird High-Spin-Gehalt genannt und stellt einen der wich-
tigsten physiko-chemischen Parameter dieses Enzyms dar. Ähnlich wie Sche-
ler am Methämoglobin gefunden hat, ist das Maximum der Soretbande im
Low-Spin-Zustand (417 nm) zu niedrigen Wellenlängen im High-Spin-Zu-
stand (392 nm) verschoben. Anhand dieses spektralen Effektes in Kombina-
tion mit Messungen der Elektronspinresonanzspektren (ESR) stellte man fest,
dass das substratfreie Enzym im Low-Spin-Zustand vorliegt. Bindet sich ein
Substrat, dann wird das Gleichgewicht zum High-Spin-Zustand verschoben
[7]. Letzteres wurde auch durch Messungen der paramagnetischen Suszepti-
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bilität [8] nachgewiesen. Die durch Titration des Enzyms mit dem Substrat in-
duzierten optischen Absorptionsdifferenzspektren bilden die entscheidende
Basis für die Bestimmung von Substratbindungskonstanten. Die Aufnahme
solcher Spektren ist sehr einfach, mit allen zur Verfügung stehenden UV-VIS-
Spektrometern möglich und hat sich somit seit mehr als 20 Jahren als Stan-
dardmethode zur Charakterisierung der Cytochrom P450-Substratwechsel-
wirkung etabliert. Neben dieser pragmatischen Anwendung des High-Spin/
Low-Spin-Gleichgewichtes gibt es seit dessen Entdeckung aber auch vielfäl-
tige experimentelle und theoretische Untersuchungen, die darauf zielen zu
verstehen, was sich physikalisch hinter diesem Gleichgewicht verbirgt und ob
sich daraus weitere Eigenschaften des Enzyms ableiten, die für die Funktion
wichtig sind. Im folgenden wird der aktuelle Erkenntnisstand dargelegt und
gezeigt, wie unsere Forschungen am Max-Delbrück-Centrum für Molekulare
Medizin zum tieferen Verständnis von Struktur-Funktions-Beziehungen im
Cytochrom P450 beitragen.

2. Der Reaktionszyklus des Häms im Cytochrom P450

Mit dem Namen „Cytochrom P450“ verbindet sich eine Superfamilie von
mehr als 2300 Isoenzymen, die in den verschiedensten Organismen durch
Hydroxylierung, Epoxidierung, Dealkylierung und Übertragung von Sauer-
stoffatomen auf Heteroatome wie Stickstoff, Schwefel oder Phosphor eine
Vielzahl von chemischen Verbindungen umwandeln. Für den Menschen ist
diese Enzymfamilie lebenswichtig. Bei der Biosynthese aller Steroidhormone
aus Cholesterin ist Cytochrom P450 für die Einführung von funktionswich-
tigen Hydroxygruppen in bestimmte Positionen im Steroidgrundkörper zu-
ständig. Dadurch entstehen die Glucocorticoide, wichtig für Kreislauf und
Nierenfunktion, und die Sexualhormone. Von den 58 bisher im menschlichen
Organismus nachgewiesenen Cytochrom P450-Isoenzymen ist der überwie-
gende Anteil jedoch in den Abbau von Fremdstoffen, die durch die Nahrung
und die Atmung aufgenommen werden, involviert. Zu diesen Fremdstoffen
zählen auch die Arzneimittel, die wir zu uns nehmen, um Krankheiten zu hei-
len oder Symptome zu bekämpfen. Nicht selten gibt es unerwünschte Arznei-
mittelnebenwirkungen und Unverträglichkeiten bei gleichzeitiger Aufnahme
von verschiedenen Medikamenten, die manchmal sogar zum Tod führen
können. Die Ursache dafür ist in den meisten Fällen in der Wechselwirkung
der Medikamente mit den Cytochromen P450 zu suchen [9,10]. Viele der Me-
dikamente sind nämlich so genannte Substrate für die Cytochrom-P450-En-
zyme und gehen als solche direkt in den Reaktionszyklus des Enzyms ein.
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Interessanterweise zeigen alle bisherigen Untersuchungen, dass die Cyto-
chrome P450 aus den verschiedensten Organismen einen gleichen grundle-
genden Reaktionszyklus aufweisen. Diese Beobachtung ist von großer
Bedeutung dafür, dass Erkenntnisse über Cytochrome P450 aus Mikroorga-
nismen auch auf Struktur-Funktionsbeziehungen in menschlichen Cytochro-
men P450 übertragen werden können. Viele, insbesondere physikalische
Untersuchungen sind nur an Cytochromen P450 aus Bakterien möglich, weil
diese in großen Mengen und in hohen Konzentrationen aufgereinigt werden
können, was mit den menschlichen Enzymen nicht möglich ist. Das wichtigs-
te bakterielle Enzym, an dem die meisten und wichtigsten Erkenntnisse zu
Struktur-Funktionsbeziehungen in Cytochromen P450 gewonnen wurden,
stellt das bereits oben erwähnte Kampher-hydroxylierende Cytochrom
P450cam aus Pseudomonas putida dar [11]. Nach der international aner-
kannten Nomenklatur wird es auch CYP101 genannt. Die Mehrzahl unserer
Untersuchungen haben wir an diesem Enzym durchgeführt, dessen Wildtyp-
Gen wir freundlicherweise von Prof. I.C. Gunsalus (University of Illinois, Ur-
bana-Champaign), dem Entdekker dieses Cytochrom P450, zur Verfügung
gestellt bekommen haben. In meinem Labor am Max-Delbrück-Centrum für
Molekulare Medizin haben wir eine „large-scale“-Expression und Aufreini-
gung des Cytochrom P450cam etabliert, das uns in die Lage versetzt, ausrei-
chende Mengen des Wildtyp-Proteins und ausgewählter Mutanten für
physikalische Untersuchungen herzustellen.

Abb. 2: Reaktionszyklus des Cytochrom P450 (RH, Substrat; ROH, Produkt; Fe, Hämkomplex).
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Abbildung 2 zeigt den Reaktionszyklus des Cytochrom P450. 
Zu Beginn des katalytischen Zyklus liegt das Hämeisen als dreiwertiges

Eisen im Low-Spin-Zustand vor. Im zweiten Schritt bindet sich das Substrat
und das Eisen geht in den High-Spin-Zustand über, wie bereits oben erwähnt.
Nun kann das Eisen ein Elektron aufnehmen, welches über Redoxproteine
(Flavinprotein, Eisen-Schwefel-Protein) vom Elektronendonator NAD(P)H
zum Cytochrom P450 transferiert wird. Das zweiwertige Eisen ist nun in der
Lage, molekularen Sauerstoff zu binden. In dem nächsten Schritt wird dann
bei gleichzeitigem Protonentransfer ein weiteres Elektron zum Häm übertra-
gen. Dadurch werden eine Reihe von Folgereaktionen ausgelöst, deren Inter-
mediate bisher nicht eindeutig charakterisiert werden konnten. Eines der
wichtigsten Intermediate ist die vermutete Eisen-Oxo-Spezies, die das Sauer-
stoffatom direkt auf das Substrat übertragen soll und damit das Hydroxylie-
rungsprodukt bildet. Neuere Untersuchungen legen nahe, dass auch
Hydroxylierungen durch die Peroxy- bzw. Hydroperoxy-Spezies möglich
sind. In dem letzten Schritt dissoziiert das Produkt dann ab und das Cyto-
chrom P450 steht nun wieder in seinem Ausgangszustand für den nächsten
katalytischen Zyklus zur Verfügung. Man erkennt, dass die entscheidenden
katalytischen Prozesse am Hämeisen in der so genannten Hämtasche des Cy-
tochrom P450 stattfinden, d.h. dass die Cytochrom P450-Katalyse eigentlich
eine Hämkatalyse darstellt. Die Effektivität der Substratumwandlung wird je-
doch durch Seitenreaktionen gemindert. Bereits auf der Ebene des Sauerstoff-
komplexes beobachten wir eine erste Seitenreaktion; die autoxidative Abgabe
des Superoxidanionradikals O2

- unter Rückbildung des dreiwertigen Eisens.
Man hat vor vielen Jahren an verschiedenen Cytochromen P450 beobachtet,
dass Wasserstoffperoxid (H2O2) ebenfalls als Nebenprodukt auftritt [12–14],
das entweder durch Dismutation des freigesetzten O2

- entsteht oder direkt
vom Eisen abdissoziiert, und dass das Ausmaß dieser Seitenreaktion mit der
Natur des Substrates zusammenhängt. Kürzlich konnten wir erstmals eine
weitere Seitenreaktion nachweisen, die durch die intermediäre Eisen-Oxo-
Spezies ausgelöst wird; nämlich die Bildung von Proteinradikalen. Ein As-
pekt der Forschung in meiner Arbeitsgruppe ist zu verstehen, welche struktu-
rellen Eigenschaften des Proteins und des Substrates zu diesen
Seitenreaktionen führen. Das ist von unmittelbarem Interesse für das Verste-
hen der Funktionsweise von Cytochromen P450 im menschlichen Organis-
mus, denn O2

-, H2O2 als auch Proteinradikale sind der Ursprung weiterer
Prozesse, die für die lebende Zelle toxisch sind bzw. als Signalmoleküle in
die Zellregulation eingehen.  
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3. Analyse des strukturellen Verhaltens des Cytochrom P450 mittels 
physikalischer Methoden 

Um diesen Zusammenhang auf molekularer Ebene zu erklären, bedarf es an-
spruchsvoller physikalischer, insbesondere spektroskopischer Methoden, die
es uns erlauben, strukturelle und elektronische Eigenschaften des Proteins
und des gebundenen Hämkomplexes zu untersuchen. In der Abbildung 3 sind
die wichtigsten Methoden zusammengefasst und schematisch den erfass-
baren Bereichen des Proteins zugeordnet.

Abb. 3: Physikalische Methoden zur Charakterisierung der Hämproteine,
X stellt den proximalen Hämliganden dar, der im Cytochrom P450 durch den negativ geladenen
Schwefel eines Cysteins gebildet wird. Y-Z repräsentiert den distalen Hämliganden, der im Laufe
des Reaktionszyklus wechseln kann. Für viele Untersuchungen bildet Kohlenmonoxid als Y-Z ein
wichtiges Sondenmolekül, das es erlaubt, Struktureigenschaften des Protein-Substrat-Kom-
plexes zu charakterisieren.

Die Daten, die die verschiedenen spektroskopischen Methoden liefern, wer-
den wie ein Puzzle zusammengefügt und ergeben ein Gesamtbild. In meiner
Arbeitsgruppe haben wir insbesondere die Fourier-Transform-Infrarotspekt-
roskopie (FTIR) mit einer Reihe von zusätzlichen Techniken etabliert [15].
Damit sind wir einer der wenigen Labore in Deutschland, die FTIR-Untersu-
chungen an Proteinen unter vielfältigen Aspekten der Strukturveränderung
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durch Temperatur, Druck und als Funktion der Zeit durchführen können. Mit
der FTIR-Spektroskopie erhalten wir Informationen über das Schwingungs-
verhalten des Proteins und können über die Absorptionsbanden spezifischer
Atomgruppen als Sonde in bestimmte Bereiche des Proteins schauen. Durch
Variation der Temperatur zwischen Raumtemperatur und 100°C erhalten wir
Aussagen über die strukturelle Stabilität des Proteins [16]. Dagegen durch
Abkühlen bis zu -253°C können wir kleinere Strukturveränderungen, die für
die Dynamik des Proteins wichtig sind, studieren [17]. Durch Veränderung
des hydrostatischen Drucks bis in den Bereich von 10 kbar können wir Infor-
mationen über die Kompressibilität des Proteins erhalten [18]. Wir haben die
FTIR-Spektroskopie mit einem Flashphotolyse-System gekoppelt [19].
Durch einen Laserlichtimpuls der Dauer von nur 5 Nanosekunden wird die
Bindung zwischen dem Eisen und dem axialen Liganden (Abbildung 3) auf-
gebrochen und der Ligand verlässt das Protein. Als Liganden benutzen wir
Kohlenmonoxid (CO) als Sondenmolekül, das sich an die gleiche Position
bindet wie molekularer Sauerstoff im natürlichen Reaktionszyklus (Abbil-
dung 2). Nach Abklingen des Impulses wandert das CO Molekül wieder zu-
rück zum Eisen und wir können mittels der Step-Scan-Technik des FTIR-
Spektrometers die Zeitabhängigkeit der Rückbindung im Nano- bis Millise-
kundenbereich verfolgen und erhalten dabei vollständige Absorptions-
spektren für jeden Zeitpunkt [19]. Dadurch sind wir in der Lage, sowohl die
Kinetik als auch die in den Prozess involvierten Strukturveränderungen zu
analysieren. Neben der FTIR-Spektroskopie liefert uns die UV-VIS-Elektro-
nenabsorptions-Spektroskopie weitere Informationen insbesondere über den
bereits oben beschriebenen High-Spin-Gehalt [20]. Mit diesen beiden Metho-
den haben wir den Zustand des Cytochrom P450 in den einzelnen Schritten
im Reaktionszyklus bis hin zur Sauerstoffbindung analysiert. 

Für die Analyse der folgenden Schritte müssen andere Techniken einge-
setzt werden, die wir durch enge Kooperation mit verschiedenen Arbeitsgrup-
pen nutzen. Hierbei sind wir insbesondere daran interessiert, die Natur des
kurzlebigen Eisen-Oxo-Intermediates aufzuklären, weil der Mechanismus
der Einführung des Sauerstoffatoms in das Substrat von der elektronischen
Struktur dieser Spezies abhängt. Die Eisen-Oxo-Spezies kann in einem ver-
kürzten Weg (Abbildung 2) durch Reaktion des Cytochrom P450 in der drei-
wertigen Form mit einer Peroxysäure erzeugt werden. Da diese Spezies sehr
kurzlebig ist, darf die Reaktionszeit nur wenige Millisekunden betragen und
das erzeugte Intermediat wird durch die so genannte „Freeze-Quench“-Tech-
nik sofort eingefroren. Im eingefrorenen Zustand wird das Intermediat dann
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mittels der Mößbauer-Spektroskopie und der ESR-Spektroskopie analysiert.
Die Mößbauerspektroskopie gibt uns Informationen über den Oxidationszu-
stand des Hämeisens, während die ESR-Spektroskopie Aussagen über den
Spin-Zustand des Eisens und über die Bildung organischer Radikale liefert.

4. Struktur-Funktions-Beziehungen im Cytochrom P450

4.1. Die Bildung von Wasserstoffperoxid im Reaktionszyklus des Häms 
im Cytochrom P450 ist ein Ausdruck einer verstärkten Wasserzu-
gänglichkeit der Hämtasche infolge einer flexiblen Proteinstruktur.

Die Bestimmung funktioneller Parameter ist in den meisten Fällen einfach
und eindeutig. Die Bildung von Wasserstoffperoxid kann durch etablierte co-
lorimetrische Methoden bestimmt werden. Das Hydroxylierungsprodukt des
Substrates wird mit Gaschromatographie und Massenspektrometrie nachge-
wiesen. Die Analyse des Strukturverhaltens des Cytochrom P450 jedoch ge-
staltet sich als wesentlich schwieriger, da Struktureigenschaften sich nur
mittelbar über spektroskopische Sonden offenbaren. Man muss deshalb viele
experimentelle und theoretische Untersuchungen auch an anderen Proteinen
oder Modellverbindungen durchführen, um beurteilen zu können, welche Ei-
genschaften sich in der Sonde reflektieren. Uns ist es erstmals gelungen, die
FTIR-spektroskopischen Sonden für das Cytochrom P450 interpretierbar zu
machen und für Struktur-Funktions-Studien zu nutzen [21,22]. 

Abb. 4:  UV-VIS-Absorptionsspektren für das Cytochrom P450cam im Low-Spin-Zustand (subs-
tratfrei) und High-Spin-Zustand (Kampher-gebunden) in der Fe(III)-Form und im CO-Komplex
(links) und FTIR-CO-Streckschwingung als Funktion des High-Spin-Gehaltes für verschiedene
Substratkomplexe (rechts) von Cytochrom P450cam [21].
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Im Jahre 1985 wurde von Poulos und Mitarbeitern [23] die dreidimensio-
nale Kristallstruktur des Cytochrom P450cam als die erste Struktur eines Cy-
tochrom P450 Proteins gelöst. Die kurze Zeit später publizierte Struktur des
substratfreien Proteins [24] bestätigte die aus NMR-Experimenten [25] ge-
machte Vermutung, dass das substratfreie Enzym viele Wassermoleküle in
der Hämtasche aufweist und eines davon sich an das Hämeisen bindet. Diese
Wassermoleküle sind für den Low-Spin-Zustand des Hämeisens verantwort-
lich, was an der Soretbande des Häms nachgewiesen wurde (Abbildung 4). 

Das Substrat Kampher verdrängt diese Wassermoleküle und das Eisen
geht in den High-Spin-Zustand über, was wiederum durch die Verschiebung
der Soretbande verifiziert wurde. Große Probleme bereitete jedoch zu verste-
hen, wie es kommt, dass durch die Bindung von anderen Substraten eine voll-
ständige Überführung in den High-Spin-Zustand nicht möglich ist, d.h. ein
High-Spin-Gehalt kleiner als 100 % entsteht. Dieses Puzzle konnten wir nun
durch eine Vielzahl von Untersuchungen mit den verschiedenen oben er-
wähnten Techniken zusammenfügen. Es stellt sich heraus, dass der High-
Spin-Gehalt einen dynamischen Zustand der Proteinstruktur beschreibt. Ist
die Proteinstruktur sehr flexible und kann nicht ausreichend durch die Bin-
dung eines Substrates verfestigt werden, dann gibt es einen ständigen Aus-
tausch von Wassermolekülen zwischen der Hämtasche und dem äußeren
Lösungsmittel. Es stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht ein und der
High-Spin-Gehalt kann als Maß für eine mittlere Aufenthaltsdauer von Was-
sermolekülen interpretiert werden. Je kleiner der High-Spin-Gehalt ist, um so
länger halten sich im zeitlichen Mittel die Wassermoleküle in der Hämtasche
auf. Wir konnten nun zeigen, dass dieses Phänomen nicht nur auftritt, wenn
das Eisen in der dreiwertigen Form vorliegt, also zu Beginn des Reaktions-
zyklus, sondern sich durch den ganzen Reaktionszyklus hindurchzieht. Die-
ser Sachverhalt schlägt sich in Korrelationen vieler physikalischer Parameter
wie der Streckschwingungsfrequenz des CO Liganden und der Position der
Soretbande des P450-CO-Komplexes (Abbildung 4) [21], der Geschwindig-
keitskonstante der CO-Rückbindung nach Flashphotolyse [19] und in Stop-
ped-Flow-Experimenten [26], der Wiedereinlagerung von Wassermolekülen
in die Proteinstruktur nach einem Temperatursprung [27], der Kompressibi-
lität der Proteinstruktur [28] und der Beweglichkeit des Substrates im aktiven
Zentrum [27] mit dem high-spin-Gehalt nieder. Mit Hilfe der Streckschwin-
gung des CO-Liganden als Sondenmolekül fanden wir heraus, dass durch
eine verstärkte Wassereinlagerung spezifische polare Kontakte zwischen
dem Sauerstoffliganden und Aminosäuren des Proteins verlorengehen [29],
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die für den spezifischen Protonentransport zum Sauerstoff erforderlich sind.
Die Konsequenz ist eine unspezifische Protonenanlagerung aus dem Wasser
und der Abdissoziation des Sauerstoffs als Wasserstoffperoxid (Abbildung
2). Somit ist das Ausmaß der Wasserstoffperoxidbildung als Seitenreaktion
eine Folge der erhöhten strukturellen Dynamik des Cytochrom P450-Subs-
tratkomplexes (Abbildung 5) zu verstehen [29,30].

Abb. 5: Kreuzkorrelation der Bildung von Wasserstoffperoxid (H2O2) (•) im natürlichen Reakti-
onszyklus von Cytochrom P450cam für verschiedene Substrat-Komplexe für Wildtyp-P450cam
und Mutanten, die im Fe(III)-P450cam unterschiedliche High-Spin-Gehalte (HS) erzeugen, mit
physikalischen Parametern für die strukturelle Charakterisierung der Protein-Substrat-Kom-
plexe [29]. Gleichgewichtskonstante für das Spin-Gleichgewicht Kspin=HS/(1-HS), Wasser-In-
fluxrate: prozentualer Verlust von HS bei schneller Abkühlung bezogen auf 1 Grad und einer Zeit
von 10 Minuten [27], Substrat-Mobilität angegeben als B-Faktor des Substrates in der Kristall-
struktur des P450cam-Substratkomplexes [27]. Geschwindigkeitskonstante der Bindung von CO
an das Hämeisen in den P450cam-Substratkomplexen, bestimmt aus Flashphotolyse- und Stop-
ped-Flow-Daten [19,26]. Aktivierungsvolumen ∆V# für die CO-Bindung: bestimmt aus der
Druckabhängigkeit der Geschwindingkeitskonstante der CO-Bindung [26], Protein-Volumen-
fluktuation bestimmt aus der Druck-induzierten Verschiebung der Soret-Bande des P450cam-
CO-Komplexes [28], Position der Soret-Bande und der CO-Streckschwingungsfrequenz für ver-
schiedene P450cam-Substratkomplexe [21].
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4.2. Die räumliche Nähe von Tyrosin zum Häm führt in der Eisen-Oxo-
Spezies zum intramolekularen Elektronentransfer und erzeugt ein 
Proteinradikal.

Die strukturelle Dynamik des Protein-Substratkomplexes hat aber auch eine
weitere Konsequenz, die wir bisher nur in Ansätzen verstehen. Man stelle
sich vor, es wird ein Handballspiel mit dem einzigen Ziel ausgetragen, dass
ein spezifischer Spieler einen Ball von einer bestimmten Stelle aus an sich
reißt und das Spielfeld so schnell wie möglich verlässt. Das Spielfeld ist eine
Fläche mit zwei dicht beieinander liegenden Löchern. In dem einen Loch be-
findet sich der Spielball und in dem anderen Loch eine klebrige Flüssigkeit.
In verschiedenen Abständen von diesen Löchern stehen Eimer mit kleineren
Bällen. Alle anderen Spieler sind Gegner des spezifischen Spielers und müs-
sen versuchen, aus den Eimern einen Ball zu entnehmen und in das Loch mit
der klebrigen Flüssigkeit zu werfen. Sobald das erreicht ist, läuft die Flüssig-
keit in das andere Loch und klebt den Spielball fest und der spezifische Spie-
ler kann den Ball nicht mehr an sich nehmen. Wovon hängt es nun ab, ob der
spezifische Spieler Erfolg hat oder nicht? Sicherlich hängt es davon ab, wie
schnell der spezifische Spieler zum Spielball laufen und ihn in die Hand neh-
men kann. Andererseits werden die Gegenspieler ihrerseits um so schneller
einen Ball aus einem Eimer nehmen und zum Loch mit der Flüssigkeit brin-
gen können, je dichter die Eimer an dem Loch stehen und die Gegenspieler
rennen können. Analog verhält es sich mit unserer Eisen-Oxo-Spezies im Cy-
tochrom P450. Das Substrat muss das Sauerstoffatom vom Eisen wegfangen
und dann als Hydroxylierungsprodukt schnell die Hämtasche des Proteins
verlassen. Es kann das Sauerstoffatom aber nur wegreißen, wenn der Porphy-
rinring im Häm ein Kationradikal ist. Befindet sich nun in der Nähe des Häms
ein Tyrosin, das durch Elektronenabgabe das Porphyrinkationradikal neutra-
lisiert, dann kann das Sauerstoffatom nicht mehr an das Substrat abgegeben
werden. Das entstandene Tyrosinradikal ist aber hoch reaktiv und kann eine
Reihe anderer Reaktionen auslösen, z.B. die Erzeugung von OH-Radikalen,
die wiederum toxisch für die lebende Zelle sind. In der Tat ist es uns als Erste
kürzlich gelungen, mittels der Mößbauer-Spektroskopie und der ESR-Spekt-
roskopie bei verschiedenen Frequenzen (9.6, 94, 190 und 285 GHz) in enger
Kooperation mit der Universität Lübeck, Institut für Physik (Prof. A.X.
Trautwein und PD Dr. V. Schünemann), der Technischen Universität Berlin,
Max-Volmer-Institut (Dr. F. Lendzian) und dem Grenoble High Magnetic
Field Laboratory, CNRS, Frankreich (Dr. A.–L. Barra) den Oxidationszu-
stand des Eisens (Fe(IV), [31].) und die Bildung eines Tyrosinradikals in der
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Eisen-Oxo-Spezies des Cytochrom P450cam nachzuweisen [32]. In Kombi-
nation mit Verfahren zur mathematischen Simulation der Spektren und zum
Austausch von spezifischen Tyrosinen mittels gentechnischer Methoden ord-
neten wir das ESR-Signal eindeutig einem spezifischen Tyrosin in der dreidi-
mensionalen Struktur des Proteins zu (Y96 im Wildtyp bzw. Y75 in der
Y96F-Mutante des P450cam) [33] (Abbildung 6).

Abb. 6: 94-GHz-ESR-Spektrum des Tyrosinradikals in der Eisen-Oxo-Spezies im Cytochrom
P450cam (links), erzeugt durch eine 8ms-Reaktion von Fe(III)-P450cam mit Peroxyessigsäure
(PA) und „freeze-quenched“ bei –110°C in Isopentan [33]. Exp., experimentelles Spektrum,
Sim:, simuliertes Spektrum, WT, Wildtyp P450cam, Y96F, Mutante, bei der das Tyrosin 96 durch
Phenylalanin ersetzt ist, Y97F/Y75F, Doppelmutante, bei der die Tyrosine 96 und 75 durch Phe-
nylalanine ersetzt sind. (rechts): Häm und die relevanten Häm-nahen Tyrosine im P450cam.

Nach Entfernen der Häm-nahen Tyrosine beobachten wir auch kein Tyrosin-
radikalsignal mehr im ESR-Spektrum. Zu unserer großen Überraschung
konnten wir aber auch kein Porphyrinkationradikal nachweisen. Offensicht-
lich gibt es noch weitere Möglichkeiten, das Porphyrinradikal zu neutralisie-
ren, oder – und das wäre sehr bedeutungsvoll – die seit 30 Jahren existierende
Theorie eines intermediären Porphyrinradikals in der Eisen-Oxo-Spezies des
Cytochrom P450 ist nicht korrekt. Welche der Varianten auch zutrifft, den
konkurrierenden Kampf um das Sauerstoffatom kann das Substrat häufig
nicht gewinnen, mit der schlimmen Folge, dass andere reaktive Spezies ent-
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stehen, die für die lebende Zelle sehr ungünstig sein können. Die konkrete
Struktur und Dynamik der Cytochrom P450-Proteine im Komplex mit ihren
Substraten kann ihre Aufgabe zum Abbau der Substrate (z.B. Arzneimittel)
erfüllen oder dafür sorgen, dass der Reaktionszyklus im Leerlauf arbeitet und
nur „Abgase“ erzeugt. 

5. Schelers Vision von der Variabilität der Funktion des Häms in den 
verschiedenen Hämproteinen und die aktuelle Erkenntnis ihrer 
Rolle in der Regulation von Zellfunktionen

„Eines der interessantesten Probleme der Biochemie ist zweifelsohne die Va-
riabilität der Funktion von Hämoproteiden. In einer relativ eng verwandten
Klasse von Stoffen, die sich durch gleiche prosthetische Gruppen auszeich-
nen, vermögen unterschiedliche Proteinkomponenten einen erheblichen
Funktionswandel zu bewirken. So reicht die biologische Funktion der Hämo-
proteide vom Hämoglobin als Sauerstoffüberträger einerseits hinüber zu ka-
talatischen, peroxydatischen und Redox-Biokatalysatoren andererseits.“

Abb. 7: Auswahl wichtiger Hämproteine, die kleine Signalmoleküle als Liganden binden oder er-
zeugen, die für die Regulation vieler Zellreaktionen wichtig sind. Fehlregulation durch erhöhte
oder erniedrigte Konzentrationen der Signalmoleküle führen zu Krankheiten.
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Diese von Scheler vor mehr als 45 Jahren in seiner Schrift [34] niederge-
legte Vision ist niemals so aktuell gewesen wie heute. Viele Hämproteine wa-
ren zu jener Zeit noch nicht bekannt, so auch das Cytochrom P450. Heute
wissen wir, dass die vielen kleinen Moleküle, die als Hämliganden fungieren
oder am Hämeisen erzeugt und an die Umgebung abgegeben werden, wichtige
Signalmoleküle für die Zellregulation darstellen (Abbildung 7). 

Das oben beschriebene Wasserstoffperoxid ist in hohen Konzentrationen
zytotoxisch [35] und wird über Katalasen entfernt [36]. Peroxidasen nutzen
Wasserstoffperoxid für Substratumwandlungen [37]. In geringen Konzentra-
tionen ist H2O2 aber ein essentielles Signalmolekül z.B. für vaskuläre Rela-
xation durch Stimulierung der Expression der löslichen Guanylat-Cyclase
(sGC) oder für die Stimulierung von Proteinphosphorylierungen   [38, 39].
Das „giftige“ Kohlenmonoxid, ein hervorragender Hämligand, ist ein Pro-
dukt der Hämoxygenase und geht als Signalmolekül in die Regulation von
Transkriptionsprozessen ein und stimuliert auch die Aktivität der sGC
[40,41,42]. Die mit dem Nobel-Preis gewürdigte Entdeckung, dass das kleine
NO-Molekül als ein typischer Ligand für das Hämeisen den „endothelium-
derived relaxing factor (EDRF)“ darstellt [43] und auch als Neurotransmitter
wirkt [44], hat unser Verständnis für die funktionelle Bedeutung der Hämpro-
teine revolutioniert. Das dieses Signalmolekül erzeugende Enzym ist die NO-
Synthase, in der das Häm eine ähnliche Koordinationssphäre hat wie das Cy-
tochrom P450 obwohl die dreidimensionale Struktur verschieden ist [45,46].
Die insbesondere für das Cytochrom P450 bekannte merkliche Freisetzung
des Superoxidanions (O2

-) kann mit NO zu dem zytotoxischen Peroxynitrit
reagieren [47]. Die Folge sind Oxidationen und Nitrierungen von Tyrosinen
mit verheerenden Folgen für die Funktion von vielen Proteinen [48]. Die
Hämgruppe der sGC fängt mit hoher Affinität NO ab. Dadurch wird die ka-
talytische Kapazität der sGC für die Umwandlung von Guanosin-Triphosphat
zu zyklischem Guanosin-Monophosphat um etwa das 200-fache erhöht, was
die Regulation von Ionenkanälen und damit die Zellfunktion beeinflusst [49].
Selbst die Myoglobine und Hämoglobine, seit den siebziger Jahren als weit-
gehend funktionell und strukturell verstanden und als „langweilig“ angese-
hen, erfreuen sich einer bemerkenswerten Renaissance in der aktuellen
Forschung, nach dem ihr Beitrag zur Zellregulation durch ihre spezifische
Wechselwirkung mit NO und ihre Radikaltransferfunktion erkannt wurden
[50,51]. Die intermediäre Eisen-Oxo-Spezies, die durch Wechselwirkung
von Sauerstoffspezies wie O2, O2

- und H2O2 mit fast allen Hämproteinen ent-
steht, ist die Quelle von Proteinradikalen [52], was wiederum funktionelle
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Konsequenzen hat. Für das Cytochrom P450 haben wir Proteinradikale erst-
mals nachgewiesen und eindeutig strukturell zugeordnet [31–33]. 

Wir müssen uns fragen, ob wir der Vielfältigkeit der Funktion der Cyto-
chrome P450 wirklich voll Rechnung tragen, wenn wir „nur“ die biosynthe-
tische und biotransformatorische Aufgabe für die diversen endogenen und
exogenen organischen Stoffe betrachten. Wir stehen erst am Anfang, den Bei-
trag der Cytochrome P450 zur Häm-basierten Erzeugung und Umwandlung
kleiner Signalmoleküle zu verstehen (Abbildung 2). 

So treffen sich heute aktuelle Forschungsfelder, die einerseits die biolo-
gischen Zellen als komplexe Regulationsmodule betrachten, mit biophysika-
lischen Untersuchungen zur Struktur und Protein-Ligand-Wechselwirkung
unter Einsatz klassischer und moderner anspruchsvoller physikalischer Tech-
niken. Der Jubilar hat mit seinen frühen physikalischen Untersuchungen
„Über die Zusammenhänge zwischen Lichtabsorption und paramagnetischer
Suszeptibilität bei Methämoglobin-Komplexen“ [1] dazu Bäumchen ge-
pflanzt, die inzwischen zu kräftigen Baumbeständen herangewachsen sind.
Ein Blick in die Baumwipfel lässt die Weite des Himmels erkennen, wo neue
Erkenntnisse wie Vögel durch die Lüfte gleiten. 

Lieber Jubilar,
80 Lebensjahre eines aktiven und kreativen Forschers und Wissenschaftsor-
ganisators verlangen Respekt und Dankbarkeit von der folgenden Wissen-
schaftlergeneration. Häufig geben erst Jubiläen wie dieses Anlass, solche
Erkenntnis zu reflektieren. Ich möchte daher die Gelegenheit nehmen, die
frühen wissenschaftlichen Beiträge des Jubilars zur Hämkatalyse und damit
zur Cytochrom P450 Forschung nochmals würdigend hervorzuheben. 

Für die weiteren Aktivitäten wünsche ich dem Jubilar Gesundheit, viel
Kraft und Freude und ich glaube, dass ich damit auch im Namen meiner ehe-
maligen Kollegen der Abteilung Hämkatalyse gesprochen habe.
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