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Die Biosynthese des Hamins 
Von Prof. Dr.-lng. K A R L Z E I L E 

C. H. Boehringer Sohn, Ingelheim u. Rhein*) 

Die Verwendung isotopenrnarkierter Bausteine hat den W e g  der  Biosynthese des Harnins in den 
wesentlichen Zugen aufgedeckt. Dieser W e g  zweigt uber die Succinyl-Verbindung des Co-Enzyrn A 
aus dern Tricarbonsaure-Cyclus ab. 6-Arninolavulinsaure, sehr  wahncheinlich Porphobilinogen und 
Uroporphyrin bilden weitere Zwischenstufen d e r  Synthese. Die gesarnte Synthese laBt sich in vitro 
in Vogelblutharnolysaten reproduzieren, die dernnach samtliche fur die einzelnen Syntheseschritte 
notwendigen Fermentkornponenten enthalten. Die bevorzugte Entstehung d e r  lsornerenreihe 111 wird 

eror ter t .  

Einleltung 
Vor 25 Jahren war das Konstitutionsproblem der Farb- 

komponente des Blutfarbstoffes durch Huns Fischer im 
Sinne der klassischen Organischen Chemie mit der Synthese 
des Hamins abgeschlossen worden. Etwa gleichzeitig be- 
gannen sich unsere Kenntnisse von den biologisch-kataly- 
tischen Fahigkeiten des Hamin-Typs zu eweitern.  Wih-  
rend man friiher seine ausschlief3liche Aufgabe in der re- 
versiblen Sauerstoff-Bindung im Hamoglobin sah, brach- 
ten in der zweiten Halfte der 20iger Jahre die Untersuchun- 
gen Wurburgs die Erkenntnis von der Hiimin-Natur des 
universe11 verbreiteten Sauerstoff-iibertragenden F e r -  
m e n t s  d e r  A t m u n g  und diejenigen von Keifin deckten 
die Bedeutung der ebenso weit verbreiteten C y t o c h r o m e  
im Oxydationsstoffwechsel auf. HBmin wurde als Wirk- 
gruppe der Katalasen und Peroxydasen erkannt. 

Neben dieser mehr auf funktionelle Zusammenhinge ab- 
gestellten Entwicklungsrichtung t ra t  in den letzten Jahren 
das Thema der Biosynthese des Hamins zunehmend in den 
Vordergrund. 

Formel (1) gibt die Konstitution des , ,Ham" wieder. Es 
ist die Eisen(l1)-Komplexverbindung des P r o t o p o r -  

p 2  tf p2 
YHZ yf2 

HOOC COOH 
Ham 

p h y i i n s  und als solche 
die eigentliche prosthe- 
tische Gruppe des Blut- 
farbstoffes. Wahrend das 
,,Hamin" im engeren 
Sinne das Chlorid der 
Eisen(lI1) -Komplexver- 
bindung ist, die stabile 
und gut kristallisierte 
Abscheideform der Blut- 
farbstoffkomuonente. be- 
zeichnet man als Hamine 
bzw. Hame ganz allge- 
mein die entsprechen- 
den Eisen - Komplex- 
verbindungen beliebiger 

Porphyrine. SchlieDlich beniitzt man die Bezeichnung 
Hamin im weitesten Sinne als Sammelbegriff fur Por- 
f )  Vorgetragen auf der Tagung der Huns-Fischer-Gesellschuft in 

Miinchen am 5. Marz 1954. 

phyrin-Eisenkomplexsalze ohne Rucksicht auf die Wertig- 
keitsstufe und die Art der mit dem Eisen verbundenen 
Liganden. 

Obwohl es sich im folgenden um das Hamin im Sinne der 
F a r  b k o m p o n e n  t e d e s  B l u  tf a r b s  t of f s handelt, mus- 
sen zwei weitere, natiirlich vorkommende Porphyrin-Ty- 
pen, Koproporphyrin (11) und U r o p o r p h y r i n  ( I l l )  hier 
erwahnt werden. 

COOH 

m 2 -  

In alien drei Formeln sind die S e i t e n k e t t e n ,  wenn 
auch in verschiedenen Abwandlungen, nach dem gleichen 
Reihenfolgeprinzip angeordnet : Die Vinyl-Gruppen des 
Protoporphyrins erscheinen im Koproporphyrin als Pro- 
pionsaure-Reste, dariiber hinaus sind im Uroporphyrin die 
Methyl-Gruppen zu Essigsaure-Resten carboxyliert. Die 
verschiedenen Isomeren, die sich durch wechselnde Reihen- 
folge der Seitenketten ableiten lassen, werden unter volli- 
ger Decarb.oxylierung und Hydrierung der Seitenketten 
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nach einer von Hans Fischer getroffenen Einteilung auf die 
4 moglichen , , A t i o " - p o r p h y r i n e  mit je zwei Methyl- und 
Athyl-Seitenketten zuriickgefuhrt (Schema 1 )**). 

Koproporphyrin I 
Uroporphyrin I 

CH, C2H5 
I 

Protoporphyrin 
Koproporphyrin I I l  
Uroporphyrin I I I  

-1 

C H = \  / c H 3  

IV 
Atioporphyrine 

Schema 1 

Demnach gehoren die Formelbilder (I), (11) und (I  I I )  zum 
Atio-Isomerenstarnm I I I .  Hamin und freies Protoporphyrin 
sind nur als Abkommlinge des Atio-1somerenstammesIII 
in der Natur aufgefunden worden; hingegen kennt man 
von Kopro- und Uroporphyrin auch noch den natiir- 
lichen Typus I, nicht jedoch I 1  und I V .  Andererseits hat 
man weder Kopro- noch Uroporphyrin als natiirliches 
Eisenkomplexsalz angetroffen. 

Alle friiheren Uberlegungen iiber mogliche Mechanismen 
einer Biosynthese des Hams entbehrten tragfihiger ex- 
perimenteller Unterlagen. Als richtig hat es sich indes er- 
wiesen, die Ham-Synthese in Zusammenhang mit den na- 
tiirlich vorkommenden Porphyrinen Kopro- und Uropor- 
phyrin zu betrachten; als gesichert gilt ferner die Vor- 
stellung, daO die Porphyrin-Typen I und 111 schon zu Be- 
ginn der Biosynthese verschieden angelegt sein miissen, 
denn eine nachtragliche gegenseitige Umwandlung ist nach 
allen chernischen Erfahrungen auszuschlie8en. 

1. Der Einbau itotopenmarkierter Bausteine 
in Protoporphyrin 

Eine fruchtbare Erforschung der Biosynthese war nun 
mit Hilfe der lsotopenmethodik moglich, die in der Hand 
Schdnheimers bereits ein weites Feld erschlossen hatte und 
die sich auch hier wieder hervorragend bewahren sollte. 
Besonders gefordert wurde das Problem in den USA - urn 
nur einige Namen zu nennen - durch Riffenberg, Shemin, 
Wittenberg, London und Kurnin an der Columbia Univer- 
sity New York sowie von Grinsfein, Kamen, MikoN und 
Moore a n  der Washington University St. Louis. In Eng- 
land arbeiten daran Neuberger und Muir am Kings College 
London und Riminglon, Cookson, Drcsel und Falk an der 
Nuffield Unit for Research for Pyrrole Pigment Metabolism, 
London. 

**) Zur Unterscheidung von der Numerierung der Formeln mit 
elngeklammerten rirmischen Zahlen ist die Bezifferung der 
Atioporphyrlntypen k II r s 1 v gesetzt. 

~ .- 
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I n  einer ersten Etappe wurde das Hamin daraufhin un- 
tersucht, welche isotopenmarkierten Bausteine sich in der 
fertigen Molek.el wiederfinden lassen. Die Ergebnisse zeigt 
Tabelle 1. 

Atomart I Substanz Einbau 

CD..COOH Scitenkettenl) 

4 Pyrro l -N-At~rne~~  s, 
H , ~ ~ N . C H ~ . C O O H  

"N-Serin - ~ 

minimalS~ 4, 
TSN-Prolin, Glutamln-S.,- 

Leucin. ISNH. _ _  _ _  ._ 
34C , H,N.CH2J4COOH nicht f istst i ibar6)  

H,N."CH,.COOH ' 4 a-c; 4 Methin-C- 
' Atomeel ' 9  8)  

H,."C.COOH 
H ,C*14C00 H 

iibrige C-Atome', e, 

Tabelle I 
Isotopenversuche in der Biosynthese des Blutfarbstoffs 

Besonderes Interesse wurden den Stickstoff-liefernden 
Aminosauren zugewandt. Nach unseren heutigen Kennt- 
nissen iiber die enzymatisch-reversiblen Beziehungen zwi- 
schen Glykokoll und Serin 
ist die gegenseitige Ver- iHz 
tretbarkeit der beiden 
Aminosauren verstand- 
Iich1'J-l4). Charakteristisch 
ist, da6 das Carboxyl-C- 
Atom des Glykokolls nicht 
ins Porphyrin-Gerust ein- 
gebaut wird; auch die 
Methin-Brucke, die die 4 
Pyrrol-Kerne verbindet, 
stammt aus der Methylen- 
Gruppe der Aminosaure. fHz 
Formel (IV) zeigt in den HOOC CODH 
schraffierten Bereichen 
die aus Glykokoll stam- 
menden Molekelbezirke; der Rest leitet sich aus anderen 
Kohlenstoffquellen, z. B. Essigsaure her. 

CH2 
I 

(IV) 

II. Die Abzweigung des Synthesewegs aus dem 
Tricarbonsau re-Cycl us 

Die Zusammenhlnge zwischen der Hamin-Synthese und 
dem allgerneinen Zellstoffwechsel wurden durch die Unter- 
suchungen von Shemin und Wiftenberg15) aufgeklart, und 
zwar durch die quantitativ vergleichende Uberprufung 
des Einbaus von Essigsaure mit radioaktiver "C-Mar- 
kierung in der Methyl-Gruppe und solcher rnit der Mar- 
kierung in der Carboxyl-Gruppe. 

Ganz entscheidend wurden diese Arbeiten durch die 
Entdeckung einer in vitro-Synthese von H i m  auf biologi- 
schem Wegls) gefordert. Normalerweise vollzieht sich die 
Hamoglobin-Synthese beim Saugetier in den kernhaltigen 
I)  K .  Bloch u. D .  Ritlenberg J .  biol Chemistry 759 45 [19451. 
p, D. Shemin u. D.  Rittenberg, ebenba 766, 621 [19&3]. 
3, D. Shemin I .  M .  London u. D.  Riffenberg ebenda 783 767 [1950]. 
9 H. M. M d i r  u. A. Neuberger, Biochem. j. 45, 163 [i949]. 
5 ,  M .  Grinstein, M. D .  Kamen u. C.  V .  Moore, J. biol. Chemistry 

179, 359 [1949]. 
a) K. I .  Altman, G.  W .  Casarett, R .  E .  Maslers, T .  R .  Noonan LI. 

K .  Salomon ebenda 776 319 [1948]. 
') H. M. Mu& u. A. Neuderger, Biochem. J. 45, X X X i V  [l949J; 

r(7 a7 r i o r n i  .., , c. l.'"",. 
*) J. Wiffenberg u. D .  Shemin, J.  biol. Chemistry 18.5, 103 [1950]. 
") N. S. Radin D .  Riftenberg u. D .  Shemin, ebenda /Lid 745 [1950]. 

lo\  D .  Elwin u.'D. B. Snrinson. ebenda 784. 475 1195011 
I1j 0. W. E. Plaut, J .  j .  Bethdil u. H .  A. Lardy: ebehda 784, 195 

W. Sakami ebenda 776 995 [19481. 779 495 119491. 
Is) P .  Siekowiiz u. D.  M .  dreenberg edenda'l80 845 [1949]. 
14) Zusammenfassung bei D. L .  Drabkin Physiol. kev .  31 345 1951 
15) D. Shemjn u. J .  Wittenberg, J. biol: Chemistry /92,'315 11951]: 
la) D.  Shemin, I .  M. London 11. D. Rittenberg, ebenda 181,751 11. I67 

[ 19501. 

[ 19501. 
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Jugendformen der E r y t  h r o c y t e n ,  solange sie sich noch kreisenden Blut nach seiner Entfernung aus dem GefBS- 
im Ynochenmark aufhalten. In  den reifen, kernlosen, im system Hamoglobjn synthetisieren. Das bedeutet, da8 
Blut kreisenden Erythrocyten ist die Synthese abgeschlos- durch Zugabe isotopenmarkierter Bausteine zu entnomme- 
sen; das Hamoglobin liegt dort fest bis zum Abbau der nem Blut nachtraglich isotopenmarkiertes Hamoglobin ent- 

steht. Die Fahigkeit zur Synthese h l l t  
9y.2 '9 fH3 p 3  uber Tage an, wenn auch mit fallenden 

UmsBtzen; am ersten Tag betragt sie 'CH "H3 8CH 
noch 0,4% des Gesamtbestandes. So- 
gar im HBmolysat, also in Losung, J+Jyq vollzieht these. Die sich Vorteile die einer Hamoglobin-Syn- solchen Me- N 

H CH- thodik gegeniiber der Verwendung 
eines Gesamtorganismus liegen auf der 

p; rk 5 2  oc 
N N N 

Hamin---' HCd ff HCp - HC 
\$yy fidfl , Hand* Eine weitere wichtige methodische 

4 Voraussetzung fur die Bestimmung 
der lokalen Isotopenkonzentrationen 

c;H2 y.2 der systematische und quantitative 
COOH COOH A b b a u  der Molekel unter Freilegung 

Protoporphyrin M Mesoporphyrin eines jeden einzelnen Kohlenstoff- 
atoms16). Er vollzieht sich nach dern 
angegebenen Schema 2;  als Ergebnis 
wird schlie6lich die Radioaktivitat von 
Carbonat-Proben bestimmt, die streng 
jedem C-Atom der vier Pyrrol-Ringe 
zuzuordnen sind. 

aus Protoporphyrin, isotopenmarkierter das Essigsaure als Blutfarbstoff durch 
H O p - - j - j L  biologische in vitro-Synthese aufge- 

baut wurde, zeigte nach dem Totalab- 
bau die im Schema 3 angegebenen radio- 
Atome: aktiven Werte fur  die einzelnen C- 

Methyl~fhyltartarinW Die eingeklammerten Zahlen bedenten 
vergleichbare, unter Berucksichtigung aller 
Versuchsumsthde korrigierte Relativwerte 
ale Anzahl der pro min im Geiger-ZBhler 

H H gemessenen Impulse. Die eingekreisten Zah- 
len bedeuten die Bezifferung der entspre- 
ohenden Atome i n  a l l e n  4 R i n g e n ;  in 
den Ringen A und B mit Vinyl-Gruypen 
entfallen sinngemiiD die C-Atome (lo),  die 

fehlenden Nummern ( 7 )  wiirden den Carboxyl-C- 
Atomen des Uroporphyrins entsprechen. 
Es wurde folgendes gefunden: Die Gesamt- 

akt ivi t i t  der Ringe A und B ist unter sich gleich 
und unter Beriicksichtigung des Fehlens von 
jeweils einer Carboxyl-Gruppe gleich C und D. 

Alle C-Atome des Protoporphyrins, ausge- 
nommen die acht aus Glykokoll stammenden, + sind . von der E s s i g s a u r e  ableitbar, und 
zwar (4), (6) ,  (8), (9) aus Methyl, (3) und (5) 
vorwiegend aus Methyl, (10) in den Ringen C 
und D vorwiegend aus Carboxyl. 

6CH' '$'/I2 'qH2 'CHJ CH3 $'H2 CH3 in den Pyrrol-Ringen des Hams war 
'$HZ '(74 
'0 COOH WCODH 

qH3 
CH3 CH2 

0 !Jog H I fH3 - Melh~ilath?ilmnlsinimid 

/ \  
$OOH 

CHj CH2 CH, I y?;, ti 

(C 70.0 GO2 70) +oo 
0 

Hamatinsaute Math yllthylmalsinimid 

cH,- co-COOH - 
+ 

6-4-5 

3 

_-- "CH3 COOH Experiment - CH3 '%OOH Experiment 

CH3-CH2- COG3 - 
2-8-3 

CHj- CH,-CO-coOH- + 
9-8-3-2 

Schema 2 

Erythrocyten im Laufe der Blutmauserung. Die Erythro- H H 

Verteilung der *C -Aktivitat in Protoporphyrin 
aus C-markiwtep Essigsaure 

Schema 3 

cyten der V6gel sind kernhaltig und reich an Jugendfor- 
men; im Entenblut finden sich davon bis zu 20%. Shernin 
und Riffenberg fanden, daO diese Erythrocyten auch im 
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Auch die einzelnen C-Atome in den Ringen A und B 
und die entsprechenden in C und D haben paarweise die- 
selbe Aktivitat. Die Zuordnung der C-Atome der ,,rech- 
ten" und ,,linken" Pyrrol-Ringseite erfolgt iiber ihre Ab- 
wandlung zu Brenztrauben- bzw. Ketobuttersaure (s. 
Schema 2). Daraus folgt, da6 sich alle vier P y r r o l -  
K e r n e  des Protoporphyrins, gleichgiiltig, ob sie Carboxyl- 
Gruppen tragen oder nicht, von einer g e m e i n s a m e n  
V o r s t  u fe  ableiten und ferner, da6 die beiden Seitenstucke 
eines Pyrrol-Kernes aus ein und derselben Verbindung auf- 
gebaut sind. 

Zum Aufbau der ,,Methyl"-Seite ist mindestens eine C,- 
Verbindung notig, fur  die andere Seite, die den Propion- 
saure-Rest tragt, eine C,-Verbindung, ohne das aus Glyko- 
koll stammende C-Atom (2). Da die Bausteine nach dem 
vorhergehenden identisch sein miissen, ist zu entscheiden, 
ob primat die C,-Verbindung zur Verfiigung steht, die die 
Carboxyl-Gruppe verliert, oder die C,-Verbindung, die 
nachtriglich carboxyliert wird. Die Entscheidung la6t 
sich durch den quantitativen Vergleich der beiden Ver- 
suchsreihen mit Methyl- und Carboxyl-markierter Essig- 
saure treffen. Der Vergleich ist zulassig, da fur beide Ver- 
suchsreihen die gleiche Synthesegeschwindigkeit durch 
Mitverwendung von 1SN-markiertem Glykokoll gesondert 
bewiesen wurde. Die Carboxyl-Gruppe (10) im Carboxyl- 
lsotopenversuch besitzt die gleiche Aktivitat, wie die Me- 
thylen-Gruppe (9) im Methyl-Isotopenversuch. Deshalb 
kann die Carboxyl-Gruppe nicht nachtraglich eingebaut 
sein. Andernfalls ware die Aktivitlt der Carboxyl-Gruppe 
erheblich geringer, denn bei Carboxylierungsversuchen mit 
W-haltigem Carbonat wurden nur Spuren von Radioak- 
tivitat im Ham gefundens* 17). 

Weiter folgt, dab mindestens die C-Atome (9) und (10) 
aus einer intakten Essigsauremolekel stammen und da6 
die Methyl- und Vinyl-Gruppen urspriinglich wahrend der 
Synthese Carboxyl-Gruppen getragen haben. 

Nachdem schon friiher Lernberg und Legge18) sowie Neu- 
berg und Muir7) die K e t o g l u t a r s a u r e  als moglichen 
Baustein fur das Protoporphyrin diskutiert hatten, fan- 
den Shemin und Wiftenberglb) in einem unsymmetrisch 
gebauten Succinyl-Derivat, das im Tricarbonsaure-Cyclus 
(Schema 4) aus Ketoglutarsaure entsteht, eine C,-Ver- 
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A pf elsau re 

6-COOH 
II 
!H LHOH 
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saure 

COOH 
I co 
I 

CHa 
I 
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Tricarbonsaure-Cyclus (Schema 4 )  

A. W .  J .  Buffon, R .  Eenfky u. C. Rirningfon, Biochem. J. 43, 
[1948]. 

Is) R.  Lemberg u. J .  W. Legge, Hematln Compounds and bile pig- 
ments, New York [1949]. 

bindung, die die Bauelemente der EssigsBure enthalt und 
die eine mit dem Experiment zu vereinbarende Aktivitlts- 

formulierten den Aufbau des Pyrrol- COOH dH, 
gilt es als gesichert, da6 es die I 
S u c c i n y l - V e r b i n d u n g  d e s  Co- CHt Jox 
e n z y m  A ist, die den Ubergang COX 
von Ketoglutarsaure zu Bernstein- '\ /CH2-CooH 
saure vermittelt. 

Schema 6 gibt diejenige Stelle des Tricarbonsaure- 
Cyclus wieder, an der die Abzweigung des Synthesewegs 
zum Porphyrin iiber die Succinyl-Komponente eintritt. 

verteilung vorhersehen Ia6t. Sie COOH 

Systems nach Schema 5. Inzwischen I 1 
CH, CH, 

I 

H a N  Schema 5 

, 
I 7 r Tricarbonsaure-Cyclus 
, 

a-Ketoglutarat 
A + Co-Enzyrn A- 

Succin yl- 
Verbindung 

B 
-d 
t- 

C 

, 
Succinat 

f Glykokoll 

Pyrrol 
J. 

Wenn Zwischenstufen des Tricarbonsaure-Cyclus zum 
Einbau in das Protoporphyrin verwendet werden, dann 
mu6 sich die im Cyclus eingespielte Verteilung der Radio- 
aktivitat in den einzelnen Porphyrin-C-Atomen wider- 
spiegeln. Dabei ist zu beachten, da6 die zugefiihrte Essig- 
saure beim ersten Durchgang durch den Cyclus (Schema 4 )  
ausschlie6lich zum Aufbau des y-C-Atoms und der daran 
haftenden Carboxyl-Gruppe, also nur der ,,oberen" Molekel- 
halfte der Citronensaure und ihrer Folgeprodukte dient und 
nicht, wie wegen des symmetrischen Baues der Citronen- 
s iure  vermutet werden konnte, auch in der ,,unteren" 
Halfte erscheint. Dieses asymmetrische Verhalten der Ci- 
tronensaure, gewisserma6en eine enzymatische Fixierung 
der betreffenden Molekelpartien, ist experimentell auf mehr- 
fache Weise ges i~her t '~ -*~) .  

Wurde nun der ausschlie6lich aus Ketoglutarsaure im 
Sinn der Richtung A (Schema 6) entstandene Succinyl- 
Rest zum Pyrrol-Aufbau verwendet, so ware nach Ablauf 
mehrerer Cyclen eine relative Verteilung der Aktivitat auf 
die einzelnen C-Atome nach Tabelle 2 zu erwarten (Aus- 
gangsaktivitat der Essigsaure willkurlich als 10 angenom- 
men). 

Schema 6 Porphyrin 

Ausgangsaktivltat = 10 I "CH,.COOH I CH.*''COOH 

3 

0 

10 

- 

7 95 

'195 

2,5 

! 
I 

Diese Verteilung trifft nicht streng zu, denn im Methyl- 
Isotopenversuch tragt die Carboxyl-Gruppe (10) eine ge- 
ringe Aktivitat und die C-Atompaare (8) (4) und (3) (5) 
sind verschieden aktiv; im Carboxyl-lsotopenversuch 
zeigt das Paar (3) (5) deutliche Aktivitat. Diese VerhBlt- 
nisse erklaren sich damit, dal3 in gewissem Umfang B e r n -  
s t  e i n s a u r e  iiber dieGleichgewichtsreaktion BC (Schema6) 

J .  M Buchanan u. A. B.  Hastings Physiol. Rev. 26 120 (19461. 
z o )  H .  G.' Wood, Cold Spring Harbor dymposia Quant. Biol. 13, 201 

[ 19481. 
* I )  A. G .  Ogston,  Nature [London] 762 963 [1948]. 
2 a )  V. Lorber, M. F. Utter, H .  Rudney i. M. Cook, J. biol. Chemistry 

785. 689 (19501. 
P. E. Wilcox. C. Heidelberger u. V. R. Potter, Abstr. Amer. Chem. 
SOC., 117th Meeting, 2 6 C  (Philadelphia, April 1950). 
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sich am Pyrrol-Aufbau beteiligt. Dabei tritt  eine Um- 
kehrung der symmetrisch gebauten Bernsteinslure-Molekel 
ein, so da6 im Methyl-Isotopenversuch die inaktive Carb- 
oxyl-Gruppe der eingefiihrten Essigsaure, im Carboxyl- 
lsotopenversuch die aktive Carboxyl-Gruppe ihren Beitrag 
zum C-Atompaar (3) ( 5 )  stellen. Da in beiden Versuchs- 
reihen die Geschwindigkeiten gleich groB sind, sind auch 
die Aktivitatsdifferenzen innerhalb der Fehlergrenzen 
gleich (So-100). 

Wenn diese Ableitungen zutreffen, dann mu6 es moglich 
sein, m a r k i e r t e  B e r n s t e i n s a u r e  u n m i t t e l b a r  zum 
Ham-Aufbau zu verwenden, und zwar lassen sich hierfiir 
die beiden oben ertirterten Reaktionswege voraussehen 
(Schema 6): 1 .) direkt iiber die CoA-Succinyl-Verbindung 
(Reaktionsweg C), 2.) indirekt auf dem Umweg iiber den 
Tricarbonsaure-Cy~lus*~). 

I m Carboxyl-Isotopenversuch verliert die Bernsteinsaure 
auf dem Umweg uber den Cyclus beide Carboxyl-Gruppen. 
Dieser Weg bringt also zusatzlich keinen Beitrag zur Ak- 
tivitat im Endprodukt; seine Blockierung, die durch 
Malonat moglich ist, sollte demnach nicht zu bemerken sein. 
Tatsachlich sind die Aktivitaten im Ham bei der Synthese 
aus Carboxyl-markierter Bernsteinsaure mit und ohne 
Malonat dieselben. Die Aktivitat der Methylen-Kohlen- 
stoffatome der Bernsteinsaure bleibt jedoch auch auf dem 
Umweg erhalten. Eine Verlegung dieses Weges durch 
Malonat mu6 sich in einer Aktivitatsminderung auSern, 
die wirklich zu beobachten ist. 

Nach Schema 7 laBt sich bei der Synthese rnit Carboxyl- 
markierter Bernsteinsaure folgende Aktivitatsverteilung 
im Protoporphyrin erwarten: 

4 0 %  in den Pyrrol-Ringen A und B 
60% in den Pyrrol-Ringen C und D 

@ C M  
I 

@COOH @ qLWH FH2 

R e s t e n  a u f b a u e n ;  diese konnen entweder unmittelbar 
aus zugefuhrter B e r n s t e i n s a u r e  stammen oder iiber 
den Tricarbonslure-Cyclus z. B. aus Essigsaure, ganz all- 
gemein a u s  j e d e r  i m  T r i c a r b o n s a u r e - C y c l u s  v e r -  
w e r t b a r e n  V e r b i n d u n g .  

111. 8-Aminolavulinraure, Porphobilinogen, 
Uroporphyrin als Zwischenrtufen 

Die nachste Frage ist, wie sich der weitere Aufbau des 
Pyrrol-Systems unter Verwendung von Glykokoll vollzieht 
und wie schlieBlich die Verkniipfung der Yerne tiber die 
Methin-Briicken zustande kommt. Dieses Problem wurde 
indirekt durch die S t r u k t u r a u f k l a r u n g  d e s  Por-  
p h o  b i l i  n o  g e n s  entscheidend gefordert. 

1939 hatten Waldenstrbm und Vahlquist*fi) aus dem Harn 
von Patienten mit akuter Porphyrie, einer Krankheit mit 
vermehrter Porphyrin-Ausscheidung, eine farblose Sub- 
stanz isoliert, die beim Yochen in saurer Losung neben einer 
dunkel gefirbten Substanz Porphyrin bildet. Die dunkle 
Substanz wurde als Porphobilin, das farblose Ausgangs- 
produkt als Porphobilinogen bezeichnet. Das entstandene 

COO H 

HOOC &H2 
I I  

CH, CH, 
I I  c-c 

C 
II [H 

H,NH,C / -\N/ 

H (VI) Porphobilinogen 

COOH 

+% 

Porphyrin erwies sich in der Hauptsache als U r o p o r -  
p h y r i n  III neben wenig Uroporphyrin I. Das Porpho- 
bilinogen war noch nicht rein; man vermutete ein Iso- 
merengemisch und schloB aus der Diffusionsgeschwindig- 
keit auf eine MolekelgrbBe rnit zwei Pyrroi-Kernen. Nach 
weiteren Versuchen zur Charakterisierung durch Hawkin- 
son und Wafson26) gelang Ende 1952 Westa lP)  die Ab- 
scheidung des kristallisierten Porphobilinogens. 1953 
wurde schlieDlich der yonstitutionsbeweis durch Cookson 
und Rimingloneel 99) im Sinn der Formel (VI) erbracht. 

Die Verbindung liefert ein Lactam (VII) und ein Lac- 
tam-Lacton (VIII). Das chemische Verhalten der Sub- 

H2 

O p 2  

0 stanz war erneut im Sinne der Beobachtung Waldensfrbms 

Verteilung W-markierter C-Atom (0) im Protoporphyrin. 
( 0  bedeuten aus Bernsteinsaure stammende, nicht rnarkierte C-Atome) 

Auch hier hat das Experiment die Voraussage ausge- 
zeichnet bestatigt. 

Aus allem ist iiberzeugend dargetan, da6 sich die P y r r  ol- 
r i n g - H a l f t e n  d e s  P r o t o p o r p h y r i n s  a u s  S u c c i n y l -  
=) D.  Shemin u. S. Kumin, J. biol. Chemistry 798, 827 [1952]. 

bestatigt worden: Beim Stehen in anorganischer Puffer- 
losung entsteht Porphobilin, iiber das noch nichts NBheres 
bekannt ist, beim Erhitzen in saurer Losung, optimal in 
0,3-0,5 n HCI, entsteht im wesentlichen Uroporphyrin 111 
neben geringen Mengen eines anderen Isomeren. 

In Anlehnung an die Ergebnisse von Shemin und Wiffen- 
berg zogen Cookson und Riminglon fur den Aufbau des 

1 ) )  I .  Woldenstrdm u. E. Vahlquisf, Hoppe-Seyiers Z .  physiol. Chem. 
260 184 [1939]. 

l e )  V .  h. Howkinson u. C .  J .  Watson, Science [Washington] 775, 
496 [1952]. 
R.  G. Wesfall Nature [London] 770 614 [1952]. 

18) G .  H .  CooksoA u. C .  Rimington, ebinda 771, 875 [1953]. 
la) G. H .  Cookson, ebenda 772, 457 [1953]. 
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Phorphobilinogens Schema 8 in Betracht (I? 
Coenzyms A). C O O H  

I 

HOOC C H *  
CH: CH: 

I I 
CH: co I< 

C O R  
/ C H 2 - C o o i - I  

H 2 N -  C H I  H I N  
COOH Schema 8 

Rest des 

Wenig spater berichteten Shemin und Russeffso),  dab 6- 
A m i n o l a v u  l i  n s a  u r e  die friiher ermittelten Substrate 
der Ham-Synthese, ,,aktives" Succinat und Glykokoll er- 
setzen kann. C O O H  

HOOC HOOC CHI 

C I i ?  C H ,  C I i ,  
I 

CH,  -+ 

con co 
H,N.CH, H:N.CH, H 2 N  

C H ,  + CO 4 
I I 

C H ,  
/ 

coo 11 fi-Aniiri[ilavuliiisaiire 

COOH 
Die Radioaktivitat von Ham aus Hooy C H 2  1,lC-Glykokoll und 14C - Bernstein- 

C H ,  slure wird durch aquivalenteMengen 
C-- ~C von 6-Aminolavulinsaure, die nicht 
d eH markiert ist, um SO-SO% erniedrigt; 

.,' \ / die 8-ArninolBvulinsaure verdrlngt 
also die anderen Koniponenten aus 

Schema Y der Synthese. Andererseits fuhrt 
die Markierung der 6-Aminolavulinsaure mit 15N und 14C 
in der 8-Stellung zu einem vie1 isotopenreicheren Ham, als 
es aus markiertem Glykokoll entsteht. Die Steigerung geht 
bis zum 44fachen Wert. 6-Aminolavulinsaure erleichtert 
also die Synthese erheblich und zeigt alle Merkmale eines 
Zwischenproduktes. Die Bildung der 8-Aniinolavulins&ure 
wird aus Schema 9 verstandlich. 

Die Ergebnisse wurden spater durch Neuberger und 
Scoftsl) dadurch gesichert, da6 andere denkbare Konden- 
sationsprodukte aus Glykokoll und Bernsteinsaure, wie z.B. 
Succinylglycin und Succinyl-aminolavulinsaure als Bau- 
steim fur die Synthese ausgeschlossen werden konnten. 

Es bleibt die Frage nach der Bedeutung des P o r -  
p h o b i l i n o g e n s  als mogliche Z w i s c h e n s t u f e  auf dem 
Weg von der Aminolavulinsaure zum fertigen Porphyrin. 
Einen interessanten Beitrag hierzu brachten die Beobach- 
tungen von Falk, Dresel und Rirning10n~~)  iiber das Ver- 
halten von Porphobilinogen im Kii c k e n  bl u t - h a m o l  y s a  t . 
Hier handelt es sich nicht uni Isotopenversuche, da das 
Porphobilinogen noch nicht in markierter Form zugang- 
lich war. Die Autoren fanden, daD Porphobilinogen bei 
Beliiftung in Uro-, Kopro- und Protoporphyrin iibergeht; 
es handelt sich um Konzentrationen von etwa 10 y/cm3. 

Die Urnwandlung in Protoporphyrin, das Grundpor- 
phyrin des Hams, verlauft zu 600/,. Das Ergebnis der Syn- 
thcse kanii hier nur  durch die Bestimmung der freien 
Porphyrine neben dem urspriinglich irn Blut vorhandenen 
Ham ermittelt werden. Die fehlenden 40% Protopor- 
phyrin diirften weiter durch Eisen-Einfuhrung in Ham 
umgewandelt werden und sich damit dem Nachweis in 
dem gro6en vorhandenen uberschu13 entziehen. 

Unter Stickstoff entsteht kein Protoporphyrin, vielmehr 
sarnmeln sich Uro- und Koproporphyrin an. Bei Nachbe- 

H,N.CH, N 
H 

~~ . .  

D.  Shemin u. C. Russell J. Amer. chern. SOC. 75 4873 [1953]. 
31) A. Neiiberger u. J. J. S c h ,  Nature [London] 772, i093 119531. 
32)  J. E. Falk, E. I .  €3. Dresel u. C. Rimington, ebenda 172, 292 

119531. 

liiftung eines solchen Gemisches wandelt sich n u r  das Uro- 
porphyrin - nicht Kopro- - in Protoporphyrin urn. Dem- 
gema5 entsteht auch im Kiickenblut-hamolysat aus zu- 
gesetztem Uroporphyrin bei der Beliiftung bis zu 50% 
Protoporphyrin, nicht dagegen aus Koproporphyrin. 

Die Beobachtungen sind aus zweierlei Griinden interes- 
sant: Sie zeigen den mSglichen ubergang von Porphobilino- 
gen in Porphyrin, der bislang nur im Reagenzglas zu de- 
monstrieren war, unter physiologischen Bedingungen und 
sie decken die genetischen Beziehungen der drei physiolo- 
giSch wichtigen Porphyrin-Typen untereinander auf. Dic 
Stufe des Uroporphyrins wird in jedem Falle durchlaufen; 
durch Decarboxylierung und Dehydrierung - deswegen 
die aeroben Bedingungen - entsteht aus ihm Protopor- 
phyrin. Die Bildung von Koproporphyrin, die allein durch 
Decarboxylierung des Uroporphyrins zustande kommt, 
stellt einen Nebcnweg dar, denn von hier besteht kein 
ubergang zum Protoporphyrin (vgl. Schema 10). 

Neuberger und Scoffs1) -fanden, da6 . ebenso wie Por- 
phobilinogen auch 8-Aniinolavulinsaure die gleichen Por- 
phyrine im Kuckenbluthamolysat bildet und von Dresel 
und Fafk33) wurde bei dieser Reaktion mit iiberschussiger 
8-Aminolavulinsaure neben Uro-, Kopro- und Protopor- 
phyrin Porphobilinogen identifiziert. Damit wurde 6-Ami- 
nolavulinsaure auch als Vorstufe des Porphobilinogens ge- 
kennzeichnet (Schema 9). 

Nach den bisherigen Ergebnissen kann fiir die Biosyn- 
these des Blutfarbstoffs folgender Weg nach Schema 10 
skizziert werden: 

1, Glykokoll 
Tricarborlsaure-Cyclus + Bernsteinsaure J 

Kopro- 
A. 
I 

8-Amino- Porpho- 
lavulinsaure -+ biliriogen --+ vro- 

f 
Proto- 
J. 

Schema 10 H a m  

Ob dabei nun tatsachlich die fertig ausgebildete Stufe 
des Porphobilinogens bei der normalen biologischen Syn- 
these obligatorisch durchlaufen wird, ist noch nicht streng 
bewiesen. Es ist nicht auszuschlieBen, da6 die Anlage der 
kernverbindenden Methin-Gruppen noch vor dem eigent- 
lichen Pyrrol-RingschluB geschieht und es nur unter beson- 
deren, z. B. pathologischen Verhaltnissen, zu Ausbildung 
des Porphobilinogens kommt, das allerdings selbst eben- 
falls leicht in Porphyrin iibergeht. 

IV. Das lsomerenproblem 
Es bleibt vorlaufig eine offene Frage, waruni sich der 

Porphyrin-Typ I I I unter natiirlichen Bedingungen in so 
bevorzugtem AusmaD bildet. Man schatzt 14) das Verhalt- 
nis der in der Biosynthese erzeugten Mengen von Por- 
phyrinen I I I  und I auf etwa 15OO:l. Zur Vereinfachung 
der Diskussion sei untersteilt, da13 tatsachlich Porphobilino- 
gen eine obligate Zwischenstufe des Synthesewegs dar- 
stellt. Dann ist analog zurn bekannten Verhalten von 
Pyrrol-a-carbinolen for-  

\ /  ma1 die Ausbildung einer \ ,  I/ 
Methin - Gruppe als HzN'HzC ( ).- H,N 'H,C !, ) 

N N 
eine NH,-Abspaltung H H 

gleichzeitiger Dehydrie- N N 

zwischen 2 Porphobili- 
nogen - Molekeln unter - H .  j \==' 

--f H,N.H,C \ ,, CH=\ H 

rung zu betrachten H 

Schema 11 (Schema 11):  

33) E. I .  R .  Dresel 11. J. E.  Fulk, ebenda /72 ,  1185 119531. 
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Ein solches Schema IieBe vermuten, daB aus Por- 
phobilinogen nur  der Typ I entstehen kann, bei dem gleich- 
sinnig jeweils die Aminomethyl-Gr.uppe in die a-Stellung 

des Nachbarkerns eingreift und so 
die konsequent alternlerende An- 
ordnung der P-Substituenten ver- 

der Uroporphyrin-Synthese nach 
Treibs und Offa4) zugrunde, bei der 
aus einem Pyrrol (IX) Uroporphy- 

Die Autoren erklaren den Vorgang damit, daS -COOH 
und -CH,OH ungefahr gleich schnell abgespalten werden 
und die Pyrrol-cl-methingruppe mit der Methylol-Gruppe 
und mit Formaldehyd rascher reagiert als obige Spaltungen 

erfolgen. Die Carbinol- 
131 R i  R1 R ,  Gruppe, die an noch in- 

\ / CHzoH tet, hat  dann die Wahl, 
entweder auf der Seite 

(X) der Essigsaure- oder der 
Propionsaure-Gruppe teil- 

HI R i  R I  R I  weise abgebauter Molekeln 
einzugreifen. So entste- 

gleichen Mengen - zwei 
( X I )  verschiedene Pyrrome- 

thane (X) (XI).  

cooH 
HOOC CH, 

CH, CM, 
I ursacht. Das analoge Problem liegt 

HOOC- 11 II-CH,OH 
\ /  N 

I 
( I x )  rin I I I  entsteht. H 

~ takten Pyrrol-Kernen haf- 
HOOC 11 CH, 11 11- 

N 
H 

'N' 
H 

I 

HOOC-!i II-CH, I' JCOOH hen - offenbar in etwa " \ /  
N 
H H 

34) 
35) 

. ~~ 

A. Treibs u. W .  Ott, Naturwiss. JO, 476 [1953]. 
Fischrr-Orth: Chernie des Pyrrols, Leipzlg 1937 Bd. l I / l ,  504. 

Doch bedarf es spezieller Annahmen, um die Bevor- 
zugung der Mischreaktion der Dipyrrylmethane (X) und 
(XI)  vor ihrer Selbstkondensation zu begriinden, wodurch 
allein die iiberwiegende Bildung des Typs I l l  verstandlich 
wurde. Analoge Verhiiltnisse gelten auch fiir die Biosynthese 
des Uroporphyrins aus Porphobilinogen, doch scheinen 
weitere uberlegungen verfriiht, solange wir noch nicht 
wissen, ob iiberhaupt der ZusammenschluD zur Porphin- 
Molekel aus 2 Dipyrrylmethan- bzw. Methen-Bausteinen 
erfolgt oder aus 4 einzeln aneinander gereihten Pyrrol- 
Einheiten. Tatsache ist jedenfalls, da6 auch der formal 
naheliegend erscheinende Weg der alternierenden Ver- 
knlipfung zum Uroporphyrintyp I gelegentlich irn biolo- 
gischen Geschehen beschritten wird : Die groBe Menge 
Uroporphyrin, die der beriihmte in1 Jahre 1925 verstorbene 
Porphyrie-Patient Pelry ausgeschieden hatte=), gehorten 
iiberwiegend dem Typ I an. 

Wenn auch die letzten Phasen des Zusammenbaues des 
Porphingertistes noch Fragen offen lassen, so besitzen wit 
doch heute schon einen recht instruktiven Uberblick iiber 
die wesentlichen Vorstufen der biologischen Haminsynthese. 
Das experimentelle Tatsachenmaterial hierzu wurde, gerade 
in letzter Zeit, in rascher Folge von vorlaufigen Kurzmittei- 
lungen veroffentlicht ; man kann rnit lnteresse der Bekannt- 
gabe weiterer experimenteller Einzelheiten entgegensehen. 
Das Thema der Biosynthese des HImins ist ein eindrucks- 
volles Beispiel dafiir, wie d c h  schwierig erscheinende 
Probleme elegant lasen lassen, sobald die Zeit mit neuen 
methodischen Voraussetzungen dafiir reif geworden ist. 

Eingeg. am 24. Juni 1954 [ A  6141 

Die Biosynthese des Chlorophylls 
Von Prof .  Dr.-Ing.  habil. W A L T E R  S I E D E L  

Frankfurt (M.) -Hochst ,  Farbwerke Hoechst AG*) 

In den letzten jahren wurden mit Hilfe der  lsotopentechnik und durch die Zuchtung von Chlorella- 
Mutanten wesentliche neue Erkenntnisse uber die Chlorophyll-Synthese d e r  lebenden Pflanze ge- 
wonnen. So lieB sich zeigen, daB Chlorophyll aus dern Protoporphyrin entsteht und dieses uber die 
gleichen Zwischenprodukte gebildet wird wie im 'menschlichen und tierischen Organismus. Phylogene- 

tisch tcheint d e r  Blutfarbstoff alter zu sein als das hoher entwickelte Chlorophyll. 

Einleitung 
Wie die vorstehenden Ausfuhrungen von K .  Zeile zeigen, 

giiltig im Sinne der Formeln I und 11 festgelegt worden sind, 
aUS verhaltnisma8ig niedermolekularen Bausteinen erfolgt. 

ist das Problem der biologischen Bildung des H a m s ,  der 
prosthetischen Gruppe des roten Blutfarbstoffes, als weit- 

wichtigen Pyrrol-Farbstoff der Natur, das C h l o r o p h y l l ,  

CH2 
II 

gehend gelost anzusehen. Was den zweiten, gleicherart 

betrifft, so sind heute ebenfalls schon tiefe Einblicke in 
das Wesen seiner biologischen Bildung erzielt worden'). 

Selbstverstandlich gehen die Versuche, Zwischenstufen 

die einzelnen Phasen der Chlorophyll-Synthese in der 
Pflanze zu klaren, schon viele Jahre zuriick. Mit Hilfe der 
klassischen Methoden der organischen Chemie hat man 
aber nur wenig Positives erreicht und muBte den SchluB p ~ / - o o c  

zelle sehr schnell vor sich geht. Man glaubte auch schon 
friihzeitig, annehmen zu diirfen, daB. der Aufbau des 
Chlorophylls, bzw. der C h l o r o p h y l l e  a und b, deren 
Strukturen von HansFischer2)  und seiner Schule 1939end- 

dcr Chlorophyll-Bildung zu fassen und auf diesem Wege 

ziehen, daB die Bildung des Chlorophylls in der Pflanzen- I 
Chlorophy,, a 

I 1  
Chlorophyll b 

Nur cine Substanz wurde als Vorstufe des Chlorophylls 
gefafit, das P r o t o c h l o r o p h y l l .  Es wurde 1893 von N .  
A .  Monfewerdes) in Keimpflanzen, die im Dunkeln heran- 
gezogen worden waren, ebenso in etiolierten Pflanzen ent- 

__- 
*) Vorgetragen auf der Tagung der Hans-Fischer-Gesellscha~~, a m  

5 6. Mgrr 1954 in Munchen. I% Egle Naturwiss. 40 5 6 9  [1953]. 
H.  F i s c h r  u. H. Wenddrofh, Liebigs Anil. Chem. 537, 170 [1939J. 

- -  
3, N ,  A. MontewrdC, Scripta horti Petropol. 73, 201 [IR93]. 
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