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Aktuelle Probleme der Biosynthese des roten Blutfarbstoffs**

Von Burchard Franck*

Die Biosynthese des roten Blutfarbstoffs Him verl4uft tiber den Schliisselbaustein Uropor-
phyrinogen III. In-vivo-Untersuchungen mit spezifisch '“C- und *H-markierten Vorstufen
zeigten, daB} sich Uroporphyrinogen 111 im Organismus auf mehreren Haupt- und Neben-
wegen bildet. Modellversuche nach dem Vorbild der Biosynthese fiihrten zu einfachen, lei-
stungsfidhigen Synthesen fiir Uroporphyrin-Analoga sowie zur Erkenntnis, da} deren Bil-
dung thermodynamisch stark begiinstigt ist. Die solcherart verfiigbaren, biologisch relevan-
ten Porphyrine ermoglichen eine mechanistische Erkldrung der lichtinduzierten Dermato-
sen bei Porphyrie-Erkrankungen und legen aussichtsreiche medizinische Anwendungen fiir

Diagnose und Therapie nahe.

1. Einleitung

Jeder Kubikzentimeter menschlichen Bluts enthdlt S
Milliarden rote Blutkdrperchen (Fig. 1). Wichtigster Be-
standteil der roten Blutkdrperchen ist das Proteid Hamo-
globin. Mit den funf Litern Blut des erwachsenen Men-
schen wird fast ein Kilogramm Hiamoglobin bewegt, das
1.3 Liter Sauerstoff binden und transportieren kann.
Durch saure Hydrolyse 146t sich aus dem Hamoglobin der
rote Blutfarbstoff, das Him 1, abspalten. Davon hat jeder
Mensch etwa 30 Gramm, die innerhalb von 120 Tagen
durch die Biosynthese erneuert werden.

Die menschliche Weltbevolkerung erzeugt durch die
Biosynthese im Jahr etwa 400000 Tonnen Ham; diese
Menge steht der industriellen Weltjahresproduktion an or-
ganischen Farbstoffen kaum nach. Wegen der lebenswich-
tigen Funktionen des Blutes nimmt die von zahlreichen
Enzymen kontrolliete Him-Biosynthese im Stoffwechsel
der Organismen eine zentrale Stellung ein”. Die Erfor-
schung der Him-Biosynthese ermdglichte
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1) die Entdeckung biogenetischer Schliisselbausteine,

2) einfache biomimetische Synthesen,

3) Verstindnis und Therapie einiger Stoffwechselkrank-
heiten.

Zu 1: Bei biogenetischen Schliisselbausteinen handelt es
sich um Verbindungen, die - durch mehr oder weniger ein-
fache enzymatische Reaktionen gebildet - ihrerseits Bio-
synthesevorstufen fir eine groBe Gruppe weiterer Natur-
stoffe sind".,

Zu 2: Hiufig lassen sich nach dem Vorbild der Biosyn-
these besonders einfache und leistungsfihige Laboratori-

m‘ . -

Fig. 1. Menschliche Erythrocyten im Rasterelektronenmikroskop (Vergrofie-
rung ca. 4000fach) (aus [1]).
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umssynthesen fiir komplizierte Naturstoffe entwickeln!.
Solche ,,biomimetische Synthesen* brauchen nicht exakt
unter den Bedingungen der Biosynthese abzulaufen!".

Zu 3: Im Netzwerk der Stoffwechselwege sind biogene-
tische Schliisselbausteine die Knotenpunkte. Ist deren Bil-
dung oder Umwandlung verindert, so kommt es zu Stoff-
wechselkrankheiten, z. B. den durch Stérungen der Him-
Biosynthese verursachten Porphyrien®-"%

Diese drei Punkte bilden das Programm der folgenden
Ausfithrungen. Zunichst wird der Erkenntnisstand bei der
Him-Biosynthese unter besonderer Berlicksichtigung der
Schliisselbausteine erértert. Anwendungen dieser Erkennt-
nisse fir die Organische Chemie und fiir die Medizin
schlieBen sich an.

2. Him-Biosynthese

Das Grundgeriist des roten Blutfarbstoffs Him 1 wird
als Porphyrin 2 bezeichnet. Die Porphyrine enthalten ein
stabiles, cyclisch konjugiertes [18]Annulensystem und sind
tiefrot. Durch milde Reduktionsmittel lassen sie sich unter
Anlagerung von sechs H-Atomen in die farblosen Porphy-
rinogene 3 umwandeln. Die Porphyrinogene sind reaktiver
als die Porphyrine und werden z. B. schon durch Luftsau-
erstoff wieder zu Porphyrinen dehydriert.

Bisher sind etwa 30 biologisch aktive, cyclische Tetra-
pyrrole vom Typ der Porphyrine bekannt, zu denen neben
Him als wichtigste Verbindungen aus der Sicht des Men-
schen das Cytohim der Cytochrome und die Chlorophylle

gehoren®., In Anbetracht seiner vergleichsweise kompli-
zierten Struktur ist es erstaunlich, daB Hém im Organis-
mus aus zwei sehr einfachen Bausteinen, nimlich Glycin §
und Bernsteinsdure 4 entsteht™'?. Diese Entdeckung so-
wie die Aufklirung des weiteren Kondensationsverlaufs
durch Shemin et al. gehbren nach methodischer Originali-
tit und Auswirkung zu den groBen, nie umstrittenen Pio-
nierleistungen der Biosynthese-Forschung!®*. Shemin be-
gann mit der Inkorporation von ['’N]Glycin im Selbst-
versuch, arbeitete anschlieBend eine zuverldssige Metho-

[*] **Biomimetic chemistry is the branch of organic chemistry, which at-
tempts to imitate natural reactions and enzymatic processes as a way to
improve the power of organic chemistry™ (Breslow [4d]).
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dik mit himolysiertem Entenblut aus und konnte bereits
vor 35 Jahren den Aufbau des Him-Molekiils aus je acht
Molekiilen Glycin 5 und Bernsteinsdure 4 genau beschrei-
ben. 5§ und 4 bilden zunichst unter Decarboxylierung S-
Aminoldvulinsdure 6, von der zwei Molekiile zum Mono-
pyrrol Porphobilinogen 7 kondensieren!*.
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Vier Porphabilinogen-Einheiten ergeben unter Abspal-
tung von Ammoniak das Uroporphyrinogen III 8. Auf
dieser Stufe blieb die Aufklirung der Him-Biosynthese
lingere Zeit stehen, weil man es fiir wenig aussichtsreich
hielt, einen derart groBen und komplizierten Biosynthese-
Baustein wie 8 radioaktiv zu markieren und an das En-
zymsystem der Ham-Biosynthese heranzubringen. Uns ge-
lang 1972 die erste Totalsynthese eines spezifisch '*C-mar-
kierten Uroporphyrinogens 111 8!''L Dieses Produkt lieB
sich durch hiamolysiertes Entenblut mit iberraschend ho-
her Ausbeute in Him umwandeln!'?, wobei Umlagerungen
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durch Bestimmung der Markierungspositionen im erhalte-
nen radioaktiven Hdamin (1, FeCl statt Fe) ausgeschlossen
werden konnten. AnschlieBend wiesen Scort et al.!'* nach,
daBl 8 auch das Edukt fiir die Biosynthese des Vitamins
B,; durch Mikroorganismen ist. Es gilt seitdem als wahr-
scheinlich, daB siamtliche bisher bekannten cyclischen Te-
trapyrrol-Naturstoffe Folgeprodukte des Uroporphyrino-
gens II1 sind, das sich somit als biogenetischer Schliissel-
baustein erweist.

3. Zum Problem der ,,Pyrrol-Inversion‘

Fir den Mechanismus der Biosynthese des Uroporphy-
rinogens 111 8 aus Porphobilinogen 7, der die Inversion
eines Pyrrolrings (im punktierten Kreis) einschlieBt, wur-
den wihrend der letzten 20 Jahre zahlreiche, teilweise wi-
derspriichliche Hypothesen entwickelt!'®. Es erschien rit-
selhaft, daB hierbei ausschlieBlich eine Pyrroleinheit um-
gedreht wird. VerhiltnismiBig leicht 146t sich jedoch zei-
gen, daB dies gar nicht so merkwiirdig ist.

Insgesamt gibt es vier isomere Uroporphyrinogene (8-
11), die mit romischen Ziffern gekennzeichnet werden.
Beim Uroporphyrinogen [ 9 stehen alle vier Pyrrolkerne
»in Serie*, d. h. Essigsdure- und Propionsaure-Seitenkette,
gekennzeichnet mit ,,A* bzw. ,,Ps*, wechseln regelmiBig
ab. In der Ham-Biosynthesevorstufe 8 ist dagegen ein Pyr-
rolring umgedreht (punktierter Kreis). Die verbleibenden
Uroporphyrinogene 11 10 und IV 11 mit jeweils zwei um-
gedrehten Pyrrolringen wurden im Gegensatz zu den Iso-
meren I und III noch nicht in der Natur gefunden®®.

Ps A
A Ps
Ps A
A Ps
Ps A
A Ps
8 -
/
/
¥
\ A N A
. Ps Ps

A = CHZ-COZH; Ps = CHZ-CHZ_COZH

Die isomeren Uroporphyrinogene dhneln in ihrer hohen
Reaktivitit den Mannich-Basen und wandeln sich schon
unter milder Sidurekatalyse leicht ineinander um (Schema
1). Durch Protonierung in den a-Stellungen der Pyrroi-
ringe kann das Porphyrinogen-System an einer oder an
mehreren Stellen gedffnet werden. Uber offenkettige 12
oder auch spirocyclische Zwischenstufen 13!'¥ ist wih-
rend einer protonenkatalysierten intramolekularen Isome-
risierung die Umkehrung jedes Pyrrolrings moglich.
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Schema 1. Protonenkatalysierte Isomerisierung der Uroporphyrinogene am
Beispiel von 9 und 8.

Da sich die vier isomeren Uroporphyrinogene in ihrer
Stabilitat praktisch nicht unterscheiden, ist die Zusammen-
setzung eines Gleichgewichtsgemisches durch die Anzahl
der zu ihnen fiihrenden Permutationen (Schema 2) be-
stimmt/'*. Von den 16 méglichen Permutationsprodukten
sind acht identisch mit Uroporphyrinogen 111 8 und nur
zwei mit Uroporphyrinogen 1 9. Dem Permutationsschema
entsprechend ist fiir das Gleichgewichtsgemisch der Uro-
porphyrinogene 1, 11, 111 und 1V ein Isomerenverhiltnis

35 &3 -
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12.5 %

III 8

50 %

v 11

SNSRI &
8O3 n
S-S & 3

53
19
2 ..

Schema 2. 16 mdgliche Permutationen bei der siurekatalysierten Isomerisie-
rung der Uroporphyrinogene 1-IV (8-11). Umgedrehte Pyrrolringe sind
durch ausgefilite Kreise gekennzeichnet.
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von 2:2:8:4 zu erwarten. Mauzerall'® konnte dies bei der
siurekatalysierten Kondensation von Porphobilinogen 7
auch experimentell bestitigen: Uroporphyrinogen III 8
und/oder sein Dehydrierungsprodukt Uroporphyrin 111
waren das Hauptprodukt (50%).

Nach dieser Betrachtung ist die Bildung des Uroporphy-
rinogens III 8 bei der Him-Biosynthese nicht ritsel-
volll"”-2% sondern gut verstiandlich. Die beteiligten En-
zyme erhohen lediglich den Anteil eines an sich schon ge-
geniiber seinen Isomeren thermodynamisch bevorzugten
Reaktionsproduktes. Ahnliches ist von der Biosynthese der
Alkaloide gut bekannt!>2"-22],

Die Biosynthese des Blutfarbstoffs Him 1 aus Porpho-
bilinogen 7 ist in Schema 3 vereinfacht zusammengefafit.
Durch Kondensation von 7 entstehen {iber Dipyrrole und
Tripyrrole reaktive Tetrapyrrole, die zu Uroporphyrinoge-
nen cyclisieren. Bei jedem Kondensationsschritt konnen
Isomerisierungen unter Umkehrung einer Pyrroleinheit er-
folgen.

Um zu priifen, ob die Pyrrol-Inversion etwa bevorzugt in
bestimmten Abschnitten einer kinetisch kontrollierten, en-

4 Dipyrrole

7]

8 Tripyrrole

NS

16 Tetrapyrrole
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Ps = CHZ-CHZ-C02H

Schema 3. Zwischenstufen der Biosynthese von Ham 1 aus Porphobilinogen 7.

330

zymatischen Reaktionsfolge eintritt, miiiten die umgela-
gerten und nicht-umgelagerten Oligopyrrole - insgesamt
28 Oligopyrrole - in isotopenmarkierter Form synthetisiert
und ihre Inkorporation untersucht werden. Dieses um-
fangreiche und methodisch aufwendige Programm konnte
durch die Bemiihungen mehrerer Arbeitskreise zum Teil
verwirklicht werden!>-*\, In Miinster wurden hierzu isoto-
penmarkierte Paare von Mono-, Di- und Tripyrro-
len'**-%-%1 sowie von Uroporphyrinogenen®” synthetisiert.
In diesen Oligopyrrol-Paaren enthielt jeweils nur eine
Komponente einen umgedrehten Pyrrolring. AuBerdem
unterschieden sich die Komponenten der Paare jeweils
darin, da} die eine mit '*C und die andere mit *H markiert
war. Durch diese Markierung mit verschiedenen Isotopen
war es moglich, die Inkorporation der Komponenten be-
sonders zuverldssig in ein und demselben Versuch zu ver-
gleichen.

Die Biosyntheseversuche wurden mit dem Enzymsystem
aus Entenblut (Shemin et al.®) durchgefiihrt und immer
so dimensioniert, da3 anschlieBend geniigend radioaktives
Himin - etwa 100 mg - fiir die Reinigung bis zur konstan-
ten Radioaktivitit zur Verfiigung stand. Ohne auf Einzel-
heiten dieser weitldufigen chemischen und enzymatischen
Untersuchungen einzugehen, seien die wichtigsten Ergeb-
nisse hervorgehoben. Aus den '*C- und *H-Radioaktivita-
ten der Himin-Proben ergab sich jeweils fiir beide Kom-
ponenten der ,verfiitterten* Isomerenpaare ein signifikan-
ter, wenn auch mehr oder weniger stark differierender Ein-
bau in den Blutfarbstoff. Besonders ausgeprigt war der
Unterschied bei den isomeren Monopyrrolen. Hier war fir
Porphobilinogen 7 die Einbauquote 10 bis 15mal hdher als
fiir das Isoporphobilinogen (7 mit vertauschten Seitenket-
ten ,,Ps** und ,,A**). Da fiir beide Monopyrrole unter den
Inkorporationsbedingungen keine chemische Isomerisie-
rung beobachtet wurde, ist die geringe Inkorporation des
Isoporphobilinogens auf eine gewisse Unspezifitit des En-
zymsystems zuriickzufiihren. Wesentlich groBere Unspezi-
fitit zeigte sich beim Einbau der isomeren Di- und Tripyr-
role.

AufschluBreich ist auch der Befund, daB die Einbauquo-
ten der Monopyrrol- und Uroporphyrinogen-Vorstufen
etwa um den Faktor 20 héher sind als die der sehr reakti-
ven Di- und Tripyrrole. Dies 148t vermuten, daB letztere
besonders fest im Enzymkomplex gebunden sind und da-
her nur in geringem MafBle gegen von auBen zugefihrte,
markierte Vorstufen ausgetauscht werden kénnen. - Die
Moéglichkeit einer chemischen Kondensation der verfiitter-
ten Vorstufen wurde bei all diesen Versuchen kritisch be-
riicksichtigt.

Bei der Him-Biosynthese ist somit die Kondensation
des Porphobilinogens 7 iiber offenkettige und cyclische
Oligopyrrole von enzymatischen Isomerisierungen unter
Inversion einzelner Pyrrolringe begleitet. Die Oligopyrrole
bilden eine Art Substratpool, der das thermodynamisch
begiinstigte Uroporphyrinogen III 8 zur Verfiigung stellt.
Diese Schlilsse gelten fiir Biosynthese-Experimente unter
in-vivo-Bedingungen mit frischem Entenblut, die den Ver-
hiltnissen im Organismus noch naher kommen dirften als
Versuche mit isolierten Enzymen. Neuerdings scheinen
sich dhnliche Vorstellungen dber die Beteiligung isomerer
Oligopyrrol-Vorstufen auch bei den Versuchen mit isolier-
ten Enzymen abzuzeichnen®',
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4. Biomimetische Synthesen

Fiir den Organiker stellt sich die Frage, ob die Him-Bio-
synthese als Vorbild fiir die Entwicklung einfacher, lei-
stungsfahiger Porphyrin-Synthesen dienen kann. In Anbe-
tracht der zentralen Stellung der Porphyrine im Stoffwech-
sel wire dringend zu wiinschen, daB biologisch aktive Por-
phyrine durch solche biomimetische Synthesen besser als
bisher zugénglich wiren. So erfordert das fiir medizinisch-
diagnostische Untersuchungen benétigte Uroporphyrin 111
derzeit noch eine 22-Stufen-Totalsynthese und ist zum
Preis von 4508 fir 50mg (ca. 500facher Goldpreis) im
Handel. Unter den Reaktionen der Him-Biosynthese
kommt vor allem der cyclisierenden Kondensation des
Monopyrrols Porphobilinogen 7 Bedeutung fiir die Ent-
wicklung biomimetischer Synthesen zu. 7 ist eine sehr re-
aktive difunktionelle Verbindung. Es kann einerseits als
Mannich-Base an der Aminomethylgruppe mit Nucleophi-
len reagieren und hat andererseits in den a-Positionen des
aktivierten Pyrrolrings Zentren fiir einen elektrophilen An-
griff. Somit ist bei milder Siurekatalyse auch ohne Enzym-
beteiligung unter Austritt von Ammoniak iiber die Zwi-
schenstufe 14 eine intermolekulare Kondensation zu er-
warten.

HOZC HOZC
C02H 02H
H0 —
/ \ NH2 - NH3 S 3/ ] 14
I:l ) ) H CH2
HOz{C C\Oz}l
(CHolp (CHy),  15,n =
/ \ 16,1’1 =
N NH
H 2

Tatséchlich ergibt 7, wie schon Cookson und Riming-
ton®? gefunden hatten, bei Siurekatalyse in vitro mit ho-
her Ausbeute ein Gemisch isomerer Uroporphyrine, in
dem das biologisch wichtige Isomer 111 iiberwiegt.

Die Bildung von Isomerengemischen 1df}t sich vermei-
den, wenn anstelle von 7 #hnliche Pyrrol-Derivate mit
zwei gleichen Seitenketten an C-3 und C-4 kondensiert
werden. Daher wurden in unserem Arbeitskreis Derivate
des Nor- 15 und des Homoporphobilinogens 16 syntheti-
siert®, die sich mit guten Ausbeuten siurekatalysiert in
cinheitliche, leicht kristallisierende Porphyrine umwan-
deln lieBen., Besonders einfach und praktisch ist die stu-
fenarme Synthese der Porphyrin-octaessigsdure 21 aus den
leicht verfiigbaren Ausgangsstoffen Acetondicarbonsiu-
reester 17 und Acetylaceton 18 (Schema 4).

Die Porphyrin-octaessigsdure 21 unterscheidet sich von
Uroporphyrin II1 nur durch Verkiirzung von vier Seiten-
ketten um je ein C-Atom. Dank der ,,natiirlichen*, auch in
Porphyrin-Naturstoffen enthaltenen Essigsdureseitenket-
ten ist 21 fiir viele Untersuchungen iiber das chemische
und physiologische Verhalten dhnlich gut geeignet wie 8.
Entsprechendes gilt fiir die analog synthetisierte Porphy-
rin-octapropionsaure™®! (sieche dazu auch 43 in Schema 7).

Bisher war Octaethyl-porphyrin 24 das als Modellver-
bindung meistverwendete Porphyrin. Es lieB jedoch trotz
wesentlich verbesserter Synthesen®-3® den Wunsch nach
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Schema 4. Finfstufige Synthese der Porphyrin-octaessigsiure 21. A: Knorr-
Kondensation; B: TI(NO,):/MeOH; C: P(OAc),; D: Erhitzen zum Sieden
in 20% HCI; E: Oxidation mit O,.

einem leichter zuginglichen und besser wasserldslichen
Derivat offen!".

Die starke Tendenz des Porphobilinogens 7 zur Cyclote-
tramerisierung konnte weiterhin fiir die biomimetische
Synthese ungewdhnlicher Porphyrine genutzt werden!*®,
Es handelt sich hierbei um sterisch gespannte Porphyrino-
gene und Porphyrine, die an den Stickstoffatomen Alkyl-
gruppen enthalten wie 23.

Da solche N, N',N”,N"-Tetraalkyl-porphyrinogene und
-porphyrine aufschluBreiche Informationen iiber Stereo-
chemie, Aromatizitit, spektroskopische Eigenschaften so-
wie ber Struktur-Wirkungs-Beziehungen des Porphyrin-
Systems erwarten lassen, wurde ihre Herstellung bereits
1936 von Corwin und Quartlebaum"™" und danach von vie-
len anderen Arbeitskreisen versucht. In bemerkenswerten
Untersuchungen gelang es Jackson, Johnson et al.*>* in
die beiden chemisch robusten Porphyrine 24 und 26 unter
energischen Bedingungen bis zu drei N-Methylgruppen
einzufithren (Schema $). Da sich keine N,N’,N"’ N""-Tetra-
methyl-porphyrine gewinnen lieBen, wurde angenommen,
daB diese wegen extremer Spannung der zur Molekiilmitte
gerichteten Methylgruppen nicht existenzfshig seien.

[*) J. B. Kim et al. [39): ,,Dolphin et al. [38) have recently developed an im-
proved and reliable synthesis of octaethylporphyrin, but the rcader is
warned that even this synthesis is necessarily long and that in inexperien-
ced hands the final product, rather than lustrous purple crystals, is often
an intractable black polymer.
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Schema 5. N-Methylierung chemisch robuster Porphyrine unter energischen
Bedingungen [42,43]. A: CH,SO,F, 100°C, 120 h; B: CH,1,CHCI,,60°C, 96 h.

Als in  unserem Arbeitskreis versucht wurde,
N.N',N"“,N'"-Tetramethylporphyrinogen 29 durch eine
biomimetische Synthese zu erzeugen, iibertraf das Ergeb-
nis die Erwartung. Als Ausgangsverbindung diente N-Me-
thyl-norporphobilinogen 28. Nach nur 30 min Sieden in
0.5N Salzsdure kristallisierte mit guter Ausbeute ein Pro-

“Tr“}% SRS

%

konnten wir auch das Tetraethyl- und Tetrabenzyl-Analo-
gon 30 bzw. 31 mit den angegebenen, entsprechend der
zunehmenden sterischen Hinderung abfallenden Ausbeu-
ten gewinnen. Nach Modellbetrachtungen sind in solchen
Porphyrinogenen die Pyrrolringe einschlieBlich der N-Al-
kylgruppen abwechseind nach ,,oben* und nach ,,unten*
aus der Porphyrinebene gedreht. Die Réntgen-Struktur-
analyse™ ergab, daB 29 in der Tat eine schiffsschrauben-
artige Struktur hat (Fig. 2).

Durch die nichtplanare Struktur der N,N’, N ,N""’-Tetra-
alkyl-porphyrinogene erkliart sich deren ungewdéhnliches
Oxidationsverhalten. Wihrend normale Porphyrinogene
schon durch Luftsauerstoff oder Tod rasch zu tiefroten aro-
matischen Porphyrinen dehydriert werden, bleiben die Te-
traalkyl-Derivate unter diesen Bedingungen unverdndert.
Eine Dehydrierung gelingt erst mit so starken Oxidations-
mitteln wie Cer(1v)-sulfat oder Brom™>#. Dabei entstehen
griine Porphyrine wie 33 mit zwei quartiren Ammonium-
gruppen und interessanten spektroskopischen Eigenschaf-
ten. Obwohl die N,N',N”",N'""-Tetraalkylporphyrine ebenso
wie die entsprechenden Porphyrinogene infolge sterischer
Wechselwirkung der N-Alkylgruppen nicht planar sein
konnen, ist der aromatische Charakter ihres 18n-Elektro-
nensystems anscheinend kaum beeintrichtigt. Dies geht
aus einem Vergleich der vom Ringstrom beeinfluiten 'H-
NMR-Signale der bisquartaren N,N',N”",N'"’-Tetraalkyl-

Fig. 2. Stereobild des N,N',N”,N'’-Tetramethyl-porphyrinogens 29 im Kristall nach Sawitzki und von
Schnering [44]. Blick nahezu in Richtung der C,-Achse. Das Porphyrinogengerist ist als Strichzeichnung,
die Atome der Seitenketten und berbriickende Hydratmolekile sind durch Kreise dargestellt.

dukt aus, das sich nach Reinigung iiber den Octamethyl-
ester als das gesuchte 29 erwies (Schema 6). Ermutigt
durch die Brauchbarkeit des biomimetischen Prinzips

CO,H COLH
c
HO.C  CO.H HO, O,H
2 2
I\ —_—
NH
? 2 68 %
CH,
28
HO_C co,H
Co,H 0,H
29

30, Et statt CH 31 g

3’
31, Bz statt CH3, <1 %

Schema 6. Biomimetische Synthese von 29, 0.5N HCI, 100°C, 30 min. Ana-
fog sind 30 und 31 erhiitlich.
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porphyrine 33 und 34 mit denen des N-unsubstituierten,
planaren Porphyrins 35 und des N.N',N"/ N'"’-Tetramethyl-
porphyrinogens 32 sehr deutlich hervor (Tabelle 1).

S. Extreme Selektivitit der Porphyrin-Bildung

Die biomimetische Cyclotetramerisierung des Monopyr-
rols Porphobilinogen 7 und seiner Derivate erweist sich
bei ndherer Betrachtung als merkwiirdig. So wurden bei
griindlicher chromatographischer Untersuchung nur Por-
phyrine und praktisch keine Nebenprodukte gefunden.
Normalerweise erwartet man bei der Kondensation einer
difunktionellen Verbindung wie 7 neben cyclischen Tetra-
pyrrolen auch offenkettige Oligopyrrole und héhere cycli-
sche Oligomere wie etwa cyclische Penta- oder Hexapyrro-
le. Hohere cyclische Oligopyrrole konnten wie die Porphy-
rine durchaus aromatische, cyclisch konjugierte Annulen-
strukturen haben; die hypothetischen [22]- und [26)Annu-
lene 36 bzw. 37 sind Beispiele.
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AMe AMe "
e
A A
Brz, -59
————
74 %
A AMe
AMe AMe
32
aMe
aAMe
AMe
AMe

Tabelle 1. 'H-NMR-Signale des N.N',N”,N’"'-Tetramethylporphyrinogens
32, der bisquartiren N, N, N”,N'"-Tetraalkylporphyrine 33 und 34 sowic des
N-unsubstituierten Porphyrins 35 [46].

Verb. L8sungs- '"H-NMR (5-Werte, TMS =0)
mittel a- bis 8- NH N—CH;
CH oder CH,
32 [DdJAceton 3.80 ~ 2.60
33 CD:.CN 10.40 — —431
34 [a] CD:CN 10.63 - -
35 CDCl, 9.98 —4.5 —

[a] N—CH, bzw. N—CH,—CH;: 5= —5.35 bzw. — 1.42.

Wihrend Porphyrine mit fiinf Pyrrolringen noch un-
bekannt sind, gelang Day et al.*”! die Synthese eines
derartigen Phthalocyanins 38, das wegen seiner be-
merkenswerten Eigenschaften als ,Superphthalocyanin®*
bezeichnet wurde. Seine Herstellung aus Phthalodinitril
wurde durch das grofle Uranylkation als komplexierende
Matrix unterstiitzt. Das tiefgriine Superphthalocyanin

2

36 37

zeichnet sich dadurch aus, daf} sein ldngstwelliges Absorp-
tionsmaximum gegeniiber den Maxima normaler Phthalo-
cyanin-Komplexe bis ins nahe Infrarot (953 nm) verscho-
ben ist. Unter Einwirkung von Trifluoressigsdure bei
Raumtemperatur®®® oder CuCl,"** zerfillt 38 zu Phthalodi-
nitril und Phthalocyanin 39 oder dessen Kupferkomplex.
Auch bei den Phthalocyaninen ist hiernach die Bildung
des cyclischen Tetramers stark bevorzugt.
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Um die Selektivitit der Porphyrin-Bildung und den
Grad der Instabilitdt hoherer cyclischer Oligopyrrole (,,Su-
perporphyrine*') kennenzulernen, fiihrten wir gezielte Syn-
thesen durch®*®-53, Thi Prinzip besteht in der aldolartigen
Reaktion des Dialdehyds 40 mit linearen Oligopyrrolen
(Schema 7).

Diese Reaktion tiihrt zu cyclischen Oligopyrrolen 42 mit
zwei Pyrromethenstrukturen, die das Ringsystem bis zur
weiteren Dehydrierung stabilisieren. Zum Schutz der f-Po-
sitionen der Pyrrolringe sowie wegen der giinstigen Los-
lichkeitseigenschaften wurden die auch in natiirlichen Por-
phyrinen enthaltenen Propionsiure-Seitenketten gewdahlt.
Die vier linearen Oligopyrrole 41a-41d wurden nach ei-
nem vereinfachten Konzept, das die konventionelle An-
wendung von Esterschutzgruppen in den a-Positionen der
Pyrrolkerne vermeidet, synthetisiert’®'. Die Verkniipfung
des Dialdehyds 40 mit den linearen Di-, Tri-, Tetra- und
Pentapyrrolen 41a-41d, bei der pyrrolhomologe Porphy-
rine mit vier, fiinf, sechs bzw. sieben Pyrrolringen zu er-

warten waren, verlief Giberraschend: Unter den sehr milden
Bedingungen (0.25proz. lodwasserstoffsdure in Eisessig
bei Raumtemperatur) entstand jeweils nur ein cyclisches
Tetrapyrrol, das zum Porphyrin 43 oxidiert wurde!®?.
Nach diesen Befunden sind Porphyrine gegeniiber ande-
ren Kondensationsprodukten auflerordentlich stark bevor-
zugt. Eine Erklarung ergibt sich aus der Betrachtung mog-
licher Konformationen offenkettiger Tetrapyrrol-Vorstu-
fen der Porphyrine (Fig. 3)**%2

In der linearen Konformation 45 besteht eine starke, de-
stabilisierende sterische Wechselwirkung der B-stindigen
Seitenketten. Die helicale Konformation 46, die sich von
der linearen durch Rotation um die mit Ringpfeilen ge-
kennzeichneten Einfachbindungen unterscheidet, zeigt nur
geringe Wechselwirkung dieser Art und bietet optimale
Voraussetzungen fiir den Ringschlufl zum Porphyrin. Ob-
woht auflerdem noch Konformationen diskutiert werden
konnen, die zwischen den Extremen 45 und 46 liegen, las-
sen diese Uberlegungen eine sterische Bevorzugung der
Porphyrin-bildenden helicalen Konformation 46 erken-
nen. Dies ermdglicht es, den durch die Formel 44 erlduter-
ten Mechanismus der bevorzugten Porphyrin-Bildung bei
der Reaktion von 40 mit linearen Oligopyrrolen 41a-41d
abzuleiten (Schema 7). Reagiert 40 z. B. mit 41b, so ent-
steht im sauren Medium zunichst ein lineares Pentapyrrol
44 mit einer protonierten Aldehydgruppe. Dieses hat, wie
die Pfeile andeuten, zwei Moglichkeiten fiir den elektro-
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= - - 4“4
43 R CHZ CHZ COZH

Schema 7. Verlauf der Reaktion des Dialdehyds 40 mit linearen Oligopyrro-
len 41a-41d. a, b, ¢, d: n=0, 1, 2, 3.

philen Angriff des Carbokations an den elektronenreichen
a-Positionen benachbarter Pyrrolringe. Wegen der cycli-
schen Konformation von 44 ist der Angriff am vierten Pyr-
rolring D gegeniiber dem am fiinften Pyrrolring E begiin-
stigt. Das hierbei gebildete Produkt stabilisiert sich an-
schlieBend unter Eliminierung eines Pyrrolylmethyl-Kat-
ions zum cyclischen Tetrapyrrol (Porphyrin) 43.

Fig. 3. Lineare 45 und helicale Konformation 46 einer offenkettigen Vor-
stufe der Porphyrine [29]. X = elektronegative Abgangsgruppe.

Bei diesen Untersuchungen wie auch bei den biomimeti-
schen Synthesen erweisen sich die Porphyrine als Produkte
einer extrem selektiven, thermodynamisch begiinstigten
Cyclisierungsreaktion, die auch ohne Mitwirkung von En-
zymen mit hohen Ausbeuten verlduft. Es verwundert daher
nicht, daBB Porphyrine auch unter den Reaktionsprodukten
einer simulierten ,,Uratmosphire'* gefunden wurden!*>*4,
Porphyrine kénnen hiernach zu den Verbindungen gerech-
net werden, die bereits vor Beginn des Lebens auf der Erd-
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oberfliche vorhanden waren. Wihrend der Evolution der
Organismen erwiesen sie sich als vorteilhafte Liganden fiir
katalytisch wirksame Schwermetall-lonen in Enzymen,
vorteilhaft besonders auch deswegen, weil die begiinstigte
Bildung der Porphyrine verhdltnismiafBig wenig anfillig ge-
gen enzymatische Storungen ist.

6. Erkenntnisse zur Stoffwechselkrankheit Porphyrie

Die Biosynthese des roten Blutfarbstoffs ist ein zentra-
ler StoffwechselprozeB, dessen normaler Ablauf von zahl-
reichen Enzymen kontrolliert wird. Hemmung einzelner
Enzyme durch endogene oder exogene Einfliisse fiihrt zu
schweren Erkrankungen (Schema 8). So ist bei der Bleiver-
giftung die 8-Aminolidvulinsidure-Dehydratase gehemmt,
welche die Kondensation von 5-Aminolidvulinsdure 6 zum
Porphobilinogen 7 bewirkt. Man erkennt Bleivergiftungen
unter anderem an einer Anreicherung von 6 im Urin. Bei
Hemmung von Enzymen spiterer Stadien der Ham-Bio-
synthese reichern sich Porphyrine an, die nicht weiter um-
gewandelt werden kénnen und den Urin rot firben. Solche
Stoffwechselstdrungen werden Porphyrien genannt®-"\. Bei
den vergleichsweise seltenen, angeborenen Erythropoieti-
schen Porphyrien sind vornehmlich die Enzyme gehemmt,
welche die Bildung von Uroporphyrinogen I 9 und dessen
Umwandlung in Uroporphyrinogen Il 8 bewirken. Dem-
gegeniiber sind bei den Hepatischen Porphyrien die De-
carboxylasen gehemmt, die bei der Him-Biosynthese das
Uroporphyrinogen III 8 iiber Coproporphyrinogen III in
Protoporphyrin IX 47 umwandeln. Porphyrien dieses
Typs treten hiufiger auf. Sie kdnnen durch eine Vielzahl
von Stoffwechselgiften sowie durch Medikamente ausge-
16st werden. In einer kritischen klinischen Auswertung
wurde das fiir mehr als 100 Medikamente, z. B. Barbitura-
te, Sulfonal, Ergotalkaloide, Griseofulvin, Ostrogen und
auch fiir Ethanol nachgewiesen!®),

Die bei Porphyrien entstehenden Porphyrine, die nicht
in Him umgewandelt werden kénnen, lagern sich in samt-
lichen Organen ab, unter anderem erkennbar an der tiefro-
ten Verfirbung von Zahnwurzeln und Zihnen. Charakteri-
stisch sind die schweren Schidigungen der Betroffenen
durch Licht. Durch die photosensibilisierende Eigenschaft
des in der Haut ausgeschiedenen Uroporphyrins bilden
sich Blasen auf der Haut, die sich leicht infizieren und
Narben hinterlassen. Dies kann bis zu lepraartigen Haut-
schiden des Gesichts und Verstimmelung der peripheren
GliedmaBen, z. B. der Fingerendglieder, fiihren (Fig. 4).

In pathophysiologischen Abhandlungen iiber die Por-
phyrien wird darauf hingewiesen, daB der biochemische
Mechanismus der Lichteinwirkung auf die durch Porphy-
rine sensibilisierte Haut noch nicht geklart sei®®*”), Uns er-
schien es wichtig, durch chemische Modelluntersuchungen
zur Kldarung dieses medizinischen Problems beizutragen.
Insbesondere wollten wir dabei die bisher kaum in Be-
tracht gezogene Moglichkeit der Beteiligung von Singulett-
Sauerstoff beriicksichtigen. Durch die beschriebenen bio-
mimetischen Synthesen®*3¥ sowie die Markierungsexperi-
mente!'*® standen uns physiologisch relevante Porphy-
rine in ausreichenden Mengen zur Verfiigung. Wir formu-
lierten drei Fragen zur Lichtdermatose bei Porphyrien:
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CO,H

Schwermetalle

Porphobilinogen 7 Blei

Erythropoietische

Griseofulvin

Hepatische

,Schwermetalle,

; Porphyrien,
Porphyrien Hexachlorbenzol
. Ps Ps

Ps A <. 47

Ps

Protoporphyrin IX
Ps A
A Ps —
9 8

Uroporphyrinogen I

Uroporphyrinogen III

-C02H
_CHZ_COZH

A = CH
Ps= CH

2
2

Schema 8. Hemmung der Ham-Biosynthese bei Porphyrie-Erkrankungen und bei Einwirkung von Toxinen (nach Angaben aus [5)).

1) Wie gut eignen sich Porphyrin-Zwischenstufen der
Him-Biosynthese als Sensibilisatoren fiir die Bildung
von Singulett-Sauerstoff?

2) Beschleunigen solche Porphyrine den photochemischen
Abbau von Vitamin A?

Fig. 4. Haut- und Gewebsschidigungen bei einer Porphyrie-Patientin (nach
{65)).
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3) Welche Struktur und welche biologische Aktivitdt ha-
ben Reaktionsprodukte des Vitamins A mit Singulett-
Sauerstoff?

Zu 1: Die Bildung von Singulett-Sauerstoff durch Por-
phyrine und andere photodynamisch wirksame Natur-
stoffe solite mit derjenigen bekannter Photosensibilisato-
ren unter Standardbedingungen mdéglichst quantitativ ver-

7\ 1o2
Hy o) Hy —=
48 49
H,CL [ CH
HO-0 OCH 4

glichen werden. Hierfur eignet sich die Cycloaddition von
'0, mit 2,5-Dimethylfuran 48°%, die es erméglicht, den
Singulett-Sauerstoff als kristallines, solvolysiertes Addukt
50 abzufangen und auszuwiegen. Einige Ergebnisse sind
im Schema 9 zusammengefaBt's,

Der Octamethylester 53 des bei Porphyrie-Erkrankun-
gen im Gewebe abgelagerten Uroporphyrins 1 ist ein fast
ebenso hervorragender Sensibilisator fiir die Bildung von
Singulett-Sauerstoff wiec Bengalrosa 51. Gleiches gilt fiir
das durch biomimetische Synthese"®* hergestellte Porphy-
rin 35. Hémin eignet sich erwartungsgeméB nicht als Sen-
sibilisator.
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Bemerkenswert ist das Verhalten des Hypericins 52. Als
photodynamisch wirksamer Stoff aus dem Johanniskraut,
Hypericum perfovatum, verursacht es auf verunkrauteten
Wiesen die als Hypericismus bezeichneten Dermatosen
beim weidenden Vieh®*. Diese Dermatosen sind in son-
nenreichen Gegenden beim Weidevieh so schwerwiegend,
daB dagegen auBer der problematischen, vollstindigen Be-
seitigung des Johanniskrauts sogar nichtliches Weiden
und Dunkelfiarben des Viehs als Lichtschutz praktiziert
werden®?. Die Fihigkeit von 52 zur Bildung von Singu-
lett-Sauerstoff ist jedoch viel geringer als die der Porphy-
rine und wurde erst nach erheblicher Steigerung von Kon-
zentration und Belichtungszeit erkennbar (Schema 9). So-
mit sind die bei pathologischer Stérung der Ham-Biosyn-
these abgelagerten Porphyrine gefihrlicher als der seit lan-
gem bekannte photodynamische Wirkstoff Hypericin 52.

Zu 2: Wir untersuchten, in welchem MaBe physiologisch
relevante Porphyrine iiber die Bildung von Singulett-Sau-
erstoff die photochemische Umwandlung des epithelerhal-
tenden Vitamins A beschleunigen'®, Wieder unter Stan-
dardbedingungen wurde gepriift, wie lange es dauert, bis

AMe Me

AMe AMe
35
14 \3\ / 4.6
102
(4 / \7.4
PSMe AMe

CHZ—Cone

Ps = CHZ_CHZ-COZMe

Schema 9. Vergleich der Bildung von Singulett-Sauerstoff (in mmol) in Ge-
genwart von Hiamin und den vier Photosensibilisatoren 35, 51, 52 und 53
unter Standardbedingungen (5 pmol Sensibilisator in Methanol, 20 min Be-
strahlung). Hypericin 52 ergab erst in 10fach héherer Konzentration bei dop-
pelter Bestrahlungsdauer den in Klammern angegebenen Wert [60].

in Gegenwart der Porphyrine 60 mg Vitamin-A-acetat 54 -
etwa der Monatsbedarf eines Erwachsenen - bis auf die
Halfte und bis auf ein Zehntel der Ausgangsmenge photo-
chemisch abgebaut oder umgewandelt ist (Tabelle 2). Es
verdient besondere Beachtung, daB3 die gepriiften Porphy-
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Ps A Ps 3
M
AMe Ps € H3C P PsMe
1 1
R AMe R CH3
r2 pshe R2 psMe
Me 2
s3,r' - pste, r? - aM® s6, r' = psMe, ®? - cH,
1 2
ss,R' = A", &% - ps"® 57 r' = cH,, R® - opsMe

Me Me _ ey
A" = CH,-CO,Me; Ps" = CH,-CH,-CO,Me

Tabelle 2. Umwandlung von Vitamin-A-acetat 54 durch Singulett-Sauerstoff
unter Standardbedingungen (60 mg 54, 1 pmol Sensibilisator). Angegeben
sind die Zeiten, nach denen 54 bis auf die Halfte (1,,,) und bis auf zehn Pro-
zent der Ausgangsmenge (f,»,) umgewandelt ist [60].

Sensibilisator te Tir.
[min]

Bengalrosa S§1 12
Uroporphyrin-[-octamethylester 53 13 41
Uroporphyrin-111-octamethylester §§ 9 25
Coproporphyrin-I-octamethylester 56 8 23
Coproporphyrin-11I-octamethylester §7 7 22
Blindversuch 36

53 +B-Carotin 58 >S50

rine in der sehr geringen Menge von | umol, die etwa nur
1/1000 der bei Porphyrie-Kranken auftretenden Menge
entspricht, bei Belichtung innerhalb weniger Minuten ei-
nen Monatsbedarf an Vitamin A vernichten.

Durch Zufiigen eines Singulett-Sauerstoff-Quenchers!®'!
wie B-Carotin 58 sollte sich die Bildung von Singulett-Sau-
erstoff und damit die Zerstorung von Vitamin-A-acetat 54
verhindern lassen. Dies ist tatsichlich der Fall (Tabelle 2).
Dieser Befund bietet eine mechanistische Erkldrung fiir
die klinische Verwendung von 54 in Dosen von 50-100 mg
pro Tag zur Linderung der Lichtdermatose bei Porphy-
rien'®23), Aus unseren Versuchen 148t sich folgern, daB die
bei Porphyrie-Erkrankungen in der Haut deponierten Por-
phyrine bei Belichtung durch Bildung von Singulett-Sauer-
stoff und dessen Reaktion mit Vitamin A eine epithelzer-
storende lokale Avitaminose verursachen.

Zu 3: Der mit pathologischen Porphyrinen (siche Ta-
belle 2) als Sensibilisatoren erzeugte Singulett-Sauerstoff
wandelt das Vitamin-A-acetat 54 mit 60% Ausbeute in das
Endoperoxid 59 um. Dessen Struktur entspricht den
Strukturen analoger Endoperoxide, die aus Vitamin-A-De-
rivaten mit Bengalrosa 51 als Photosensibilisator erhalten

A OAc

+ Enantiomer

59
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wurden'®. Das Endoperoxid 59 aus Vitamin-A-acetat hat
im Kikentest keine Vitamin-A-Wirksamkeit und ist bei
oraler Applikation an Miusen nicht toxisch!®®.

7. Ausblick

Das Porphyringeriist, wie es im roten Blutfarbstoff ent-
halten ist, gehért zu den iltesten organisch-chemischen
Strukturen auf der Erde. Wahrscheinlich ist es dlter als das
Leben selbst. Modellversuche mit simulierter ,,Uratmo-
sphire*®>3 lassen vermuten, daB Porphyrine bereits im
prabiotischen Abschnitt der Evolution entstanden sind.
Spiter, als die Organismen zur Komplexierung katalytisch
wirksamer Metallionen auf Porphyrine angewiesen waren,
wurde deren Bildung enzymatisch optimiert. Die Biosyn-
these des Hims und der Porphyrine ist seitdem ein Haupt-
strang im Stoffwechselnetzwerk der Organismen. Sie
gleicht einem durch Vererbung und Zivilisationseinfliisse
zunehmend gefihrdeten seidenen Faden, an dem unser Le-
ben hingt. Daher stellt die Medizin dem Organiker auf
dem Gebiet der Porphyrine, dessen ErschlieBung durch
einfache biomimetische Synthesen gerade beginnt, bedeu-
tende Aufgaben fir die Zukunft.

Allen Mitarbeitern, die in den zitierten eigenen Arbeiten
genannt sind, danke ich fiir kreative, vorwdrtsdringende Zu-
sammenarbeit bei der Erforschung der Ham-Biosynthese auf
breiter Basis. Dank schulde ich auch zahlreichen Fachkolle-
gen in aller Welt, die uns sowohl durch erhellende als auch
durch Verwirrung stiftende Beitrige zu intensiver Arbeit auf
diesem eigentlich gar nicht so komplizierten Gebiet stimulier-
ten. Unsere Arbeiten wurden von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie
grofiziigig und nachhaltig gefirdert.
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