
Das bedeutet, daO die direkte Protonenubertragung 
zwischen den beiden funktionellen Gruppen unter Zwi- 
schenschaltung von Wasserbriicken wesentlich leichter 
erfolgen kann als die entsprechenden Reaktionen iiber 
die freien Protonen oder Hydroxid-Ionen. 
Diese Ergebnisse sind von besonderem Interesse im Hin- 
blick auf Enzymreaktionen, in denen durch schnelle 
Strukturumwandlungen (lo-' s) miteinander reagierende 
Gruppen in engen raumlichen Kontakt gebracht werden 
konnen. Sie zeigen, daO die Elementarprozesse der in- 
tramolekularen Protoneniibertragung vergleichbar schnell 
oder schneller als Strukturumwandlungen ablaufen. 
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Totalsynthese von [a, y- ''C,]-Uroporphyrin III 
Von Burchard Franck, Dietrich Gantz und Fritz Hiiperrl 
Uroporphyrin 111 (6)  sowie dessen Hexahydro-Derivat, 
das Uroporphyrinogen 111 (4) werden als Biosynthese- 
Vorstufen der biologisch wichtigen Tetrapyrrole Ham, 
Chlorophyll und Vitamin B,, diskutiert"]. Spedisch 
14C-markiertes Uroporphyrin 111 und Uroporphyrino- 

1. HJ , AcOH 

3. CH,OH/HCI 
527. 2. Oz I 

HO-A A- OH CH@A W A  - OC H3 r' 
Ps-OH Ps-OH PS-OCH, Ps-OCH, 

(4 )  f 5 )  

A -CHz-CO- 
Ps = -CH~-CH~-CO-  (6). A-OH, Ps-OH statt A-OCH,, Ps-OCHs 
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gen 111 zur Prufung dieser Vorstellungen durch Fiitterungs- 
versuche standen bisher nicht zur Verfugung12'. Wir 
teilen hier ein Verfahren zur Totalsynthese von [a,y-14C2]- 
Uroporphyrin in Form seines haltbaren, als Ausgangs- 
material fur Fiitterungsversuche gut geeigneten Octa- 
methylesters (5) mit. Hieraus laDt sich das Uroporphyrino- 
gen 111 durch Hydrolyse und Reduktion leicht gewinnen. 
Fur die spezifische 14C-Markierung wurden die Methin- 
Gruppen u und y ausgewahlt. Zum einen 1aOt sich hier die 
Radioaktivitat wahrend der letzten Schritte einer hin- 
sichtlich Stufenzahl und Ausbeute giinstigeo konvergieren- 
den Synthe~e'~]  einfuhren und zum anderen konnen die 
entsprechenden C-Atome wichtiger biogenetischer Folge- 
produkte zur Lokalisation der Radioaktivitat selektiv 
herausgespalten ~ e r d e n [ ~ *  'I. 

In Anlehnung an M a c D ~ n a l d ~ ~ ]  und 7heibs1*] wurden in 
13- bzw. 11-stdigen Synthesen die Dipyrrylmethane (1 )  
und (3) dargestellt. Um ( 1 )  Rir einen anschlieknden 
durekatalysierten Porphyrin-RingschluO in den radio- 
aktiven Dialdehyd (2) N iiberfiihren, kam nur die Vils- 
meier-Reaktion rnit [ 14C0 1-Dimethylformamid/POCl, 
in Betracht. Bei anderen Aldehydsynthesen beeintrachtigt 
der erforderliche hohere UberschuO an radioaktivem 
Formylierungsreagens die Radioaktivitiltsausbeute erheb- 
lich. Auch bei der Vilsmeier-Reaktion von (1 )  wurde das 
radioaktive Dimethylformamid entgegen der sonst bei 
Isotopenmarkierungen ublichen Verfahrensweise in einem 
wenn auch geringeren UberschuO eingesetzt, um das 
wegen der langwierigen Darstellung wertvollere Dipyrryl- 
methan (1) rnit optimaler Ausbeute reagieren zu lassen. 
So betrug die Gewichtsausbeute der Uberfuhrung von ( 1 )  
in den "C-markierten Dialdehyd (2) 92.5% bei einer 
Radioaktivitiltsausbeute von 17%. Kondensation des radio- 
aktiven Dialdehyds (2) mit dem Dipyrrylmethan (3) in 
Eisessig bei Gegenwart von Jodwasserstoffdure, an- 
schlieknde Luftoxidation und Methylierung rnit Metha- 
nol/HCI ergaben rnit 52% Ausbeute, bezogen auf (2), 
den radioaktiven, kristallisierten Uroporphyrin-111-octa- 
methylester (5), Fp= 258-261 "C (258-260°C171). 

[( ''CH0)2]-Dipyrrylmethan-dicarbaldehyd (2) : 
Zu 140 mg (1.9 mmol, 2.5 mCi) ['4CO]-Dimethyl- 
f ~ r m a m i d ~ ~ l  in 0.2 ml wasserfreiem CH2C12 wurden 
unter Eiskuhlung nacheinander 0.18 ml (2.0 mmol) 
POCI,, tropfenweise eine Losung von 100 mg (0.22 mmol) 
des Dipyrrylmethans (I) in 1 ml wasserfreiem CH2CI, 
und 0.05 ml(0.54 mmol) POCI, gegeben. Diese Reaktions- 
mischung hielt man I Std. auf 20°C, erwarmte dann 1 Std. 
auf SOOC, wobei das CH2Clz abdestillierte, kuhlte wieder 
auf 0°C ab, loste in 100 ml Eiswasser und versetzte bis zur 
schwach alkalischen Reaktion rnit Natriumacetat. Nach 
drei Tagen wurde das Reaktionsprodukt abfiltriert, rnit 
Wasser gewaschen und aus 60-proz. Athanol umkristalli- 
siert; 103 mg (92.5%), 0.43 mCi (17%) Dialdehyd (2). 

[ u, y- 4C2]- Uroporphyrin-11 I-octamethy lester (5) : 
Eine Liisung von 99 mg (0.19 mmol, 0.15 mCi) (2) und 
77.6 mg (0.19 mmol) (3) in 120 ml Eisessig wurde mit 
0.6 ml 56-proz. HJ in 28 ml Eisessig versetzt[']. Nach 
20 min. gab man N der tiefroten Reaktionsmischung 
1.9g Natriumacetat in 28 ml Eisessig, leitete Luft ein, 
saugte nach 24 Std. den dunkelbraunen Niederschlag ab, 
lieD ihn gelost in 5-proz. methanolischer HCI 24 Std. bei 
20°C stehen und extrahierte nach Zugabe voo Eis- 
wasser rnit CHCI,. Der getrocknete Ruckstand des 
CHCI,-Auszugs wurde durch Schichtchromatographie 
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(CHCI, + 1 %CH,OH, Kieselgel PF, E. Merck) und Um- 
kristallisieren aus CHCI,/Aceton gereinigt ; 92.5 mg, 
0.079 mCi (52%) (5). 
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und bis zur konstanten Radioaktivitat gereinigten Hamins 
(7) betrug 1.65 pCi/mmol, entsprechend einer spezijischen 
Einbauquote~'~ von 0.21 %. Die absoluten Einbauquoten[*l 
lagen nvischen 33 und 61 %. 
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Zur Biosynthese von Ham und Vitamin BI2 aus 
[a, y- *4C2]-Uropoqthyrinogen 111 
Von Burchard Frunck, Dietrich Gantz, 
Franz-Peter Montforts und Frunz Schmidtchenrl 
Uroporphyrinogen 111 (3)  und sein Dehydrierungspro- 
dukt, das Uroporphyrin 111 (41, kommen nach mechani- 
stischen UberlegungentL1 und einigen experimentellen 
Befunden''] als Biosynthese-Vorstufen der biologisch wich- 
tigen Tetrapyrrole Ham (6) und Vitamin B,, (8) in 
Betracht. Uroporphyrinogen 111 (3) geht seinerseits aus 
acht Molekulen 6-Aminolavulinsaure (I) uber das Mono- 
pyrrol Porphobilinogen (2) hervorf31. Die Biosynthese 
von H h  (6) und Vitamin B,, (8) ist bis zum Porphobili- 
nogen (2) durch Isotopenversuche weitgehend gesichert. 
Fur den Ubergang vom Porphobilinogen (2) zu den ge- 
nannten Tetrapyrrolen (6) und (8) stand ein Beweis 
der angenommenen Biosynthesc-Zwischenstufen durch 
Futterungsversuche mit radioaktiv markierten Vorstufen 
noch aus. Mit dem erstmalig ~erfUgbaren[~l, spezifisch 
''C-markierten [s y- 14C2]-Uroporphyrinogen 111 (3) 
konnten wir jetzt zeigen, dal) dieser Biosynthese-Baustein 
mit hoher Einbauquote und ohne Isomerisierung in den 
BlutfarbstoB Ham (6). nicht jedoch in Vitamin B,, (8) 
umgewandelt wird. 
Acht Proben von je 20 ml durch rasches Abkuhlen und 
Auflauen hamolysierten Entenblutestsl wurden bei 32 "C 
wahrend 48 Std. mit verschiedenen Mengen (0.22-1.19 
pmol) [u,y- t4C,]-Uroporphyrinogen 111 (3)l6l der spezi- 
fischen Radioaktivitat 0.79 mCi/mmol inkubiert und ein- 
zeln aufgearbeitet. Die mittlere Radioaktivitat des erhalte- 
nen, quantitativ von metallfreien Porphyrinen befreiten 
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(5). OCH3 statt OH 

Zum Nachweis, daD sich die "C-Radioaktivitat des isolier- 
ten Hamins (7) nur in den Methingruppen u und y be- 
findet und seine Biosynthese aus (3) somit direkt und 
ohne Isomerisier~ng[~] erfolgte, wurde ein spezifischer 
Abbau durchgefiihrt. Methylierende Spaltung von (7) 
mit 67-proz. JodwasserstoBdure und Paraformaldehyd 
in Ei~essig/H,PO,~'~~ ergab radioaktives Phyllopyrrol (9) 
und radioaktive Phyllo-pyrrolcarbonsaure (10). die in 
ihren u-Methylgruppen die angegebenen Methin-C-Atome 
sp,6 bzw. &y,6 enthalten. Ozonspaltung des Phyllo- 
pyrrolcarbondure-methylesters (11) in CHCI,, die unter 
Beteiligung mesomerer Pyrrol-Grenzstrukturent' bei a, b 
und c stattfindet, lieferte inaktives Biacetyl (12)[121 und 
radioaktiven Dioxohexandure-methylester (l3)tl21 mit 
den Methin-C-Atomen und 6 bnv. y in den Methylgrup 
pen. Die aus den gefundenen spezilischen Radioaktivitaten 
der Abbauprodukte (9) und (11)-(13) ennittelte relative 
Anzahl markierter C-Atome (Tabelle) zeigt an, daD nur die 
Methingruppen a und y radioaktiv sind. Die Inaktivitat 
des Biacetyls (IZ), welches nur p- und 6-Methin-C- 
Atome enthalten kann, schlieot eine Markierung dieser 
Positionen aus. 
Zur Untersuchung der Vitamin-B, ,-Biosynthese diente 
eine 1-I-Flussigkeitskultur (Corn~teep/Glucose~~~1) von 
Propionibacterium shermunnii (ATCC 961 7), die wahrend 
der ersten drei Tage anaerob (N,) und anschlieknd vier 
Tage aerob (100 ml O,/min) gehalten wurde. Hierzu 
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