liegt. Dies fiihrt beim vollstindig silylierten Diaminodi-
phosphen 1, das eine kleinere Rotationsbarriere hat als
das entsprechende Tetrazen, bereits zu einer Bevorzugung
der bisorthogonalen Form im Grundzustand des Mole-
kiils.

p=p”
N 7/
H "3(1)

\

Fig. 2. Wechselwirkungsdiagramm der beiden nichtbindenden p-Orbitale der
Aminogruppen mit den n-Orbitalen der PP-Doppelbindung (links) oder den
nichtbindenden Elektronenpaaren an den Phosphoratomen (rechts) eines
coplanaren oder bisorthogonalen Diaminodiphosphens.
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1,2-Benz-ine aus 6-Halogen-pentafulvenen**

Von Klaus Hafner*, Hans-Peter Krimmer und
Bernd Stowasser :

6-Halogen-pentafulvene 1 sind durch Halogenierung
von Acylcyclopentadienen mit Phosgen oder Oxalylhalo-
geniden leicht herstellbar und bewihrten sich als Edukte
fiir zahlreiche am exocyclischen C-Atom funktionell sub-

{*] Prof. Dr. K. Hafner, H.-P. Krimmer, B. Stowasser
Institut fir Organische Chemie der Technischen Hochschule
PetersenstraBe 22, D-6100 Darmstadt

[**] Dicse Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiltzt.
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CsH,oNLi Csl;lloNU
- 70°C 25°C

stituierte Pentafulvene!". Durch a-Eliminierung von Halo-
genwasserstoff sollte sich aus 1 das noch unbekannte Car-
ben Pentafulvenyliden 2 erzeugen lassen.

e — " — @ — O
1 2 3

Quantenchemische Berechnungen von Apeloig et al.””
lassen fiir 2 hohe Elektrophilie sowie eine Umlagerung in
das um 14 kcal-mol ~! stabilere 1,2-Benz-in 3 erwarten.

Um diese Prognose zu priifen, untersuchten wir die Re-
aktion des bestindigen 1,3-Di-tert-butyl-6-chlorpentaful-
vens 4 mit Basen. Mit Lithium-piperidid bildet 4 in Tetra-
hydrofuran (THF) bei —70 °C unter Konfigurationserhal-
tung 76% 1,3-Di-tert-butyl-6-piperidinopentafulven 5t

c1 4

LiN:}/USPh -10°C
7

Dagegen fiihrt die gleiche Umsetzung bei 25°C zu 61%
1,3-Di-tert-butyl-5-piperidinobenzol 6™*! neben nur 6% 5§
und mit Lithium-2,2,6,6-tetramethyl-piperidid 7 in Gegen-
wart eines Uberschusses von Lithium-thiophenolat in THF
bei —10°C zu 54% 3,5-Di-tert-butyl-diphenylsulfid 8!
sowie 6% 1,3-Di-tert-butyl-6-phenylthio-pentafulven 91’}
Diese Befunde bestiitigen die quantenchemischen Vor-
aussagen. Aus 4 diirfte das Carbenoid 10 und aus diesem
das Carben 11 erzeugt werden, das sich offenbar rasch in
3,5-Di-tert-butyl-1,2-benz-in 12 umlagert. Dieses addiert

Li .
+ LiNRy = C
4 — Cl1  eeeee- hd
- R;NH
10 1

-
-

[]
1
v rd

o
Ph
v O —— (03
Fh Ph
12 ~° 14
B"

Nucleophile®, wobei unter dem EinfluBl der raumerfiil-
lenden tert-Butylgruppen regioselektiv 6 bzw. 8 gebildet
werden. Bisher ist allerdings nicht auszuschlieBen, da 12
auch aus 10 unmittelbar durch eine der Fritsch-Butten-
berg-Wiechell-Reaktion™ analoge Umlagerung resultiert.
Versuche, das Carben 11 in einer [2+ 1]-Cycloaddition
umzusetzen, blieben erfolglos. Dagegen gelang es, das 1,2-
Benz-in 12 bei der Reaktion von 4 mit 7 durch 1,3-Diphe-
nyl-isobenzofuran 13 als Diels-Alder-Addukt 14 (50%)1!

abzufangen. .
8 Eingegangen am 25. Februar 1983 [Z 290]
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Die Prostacyclin-Synthase,
ein Cytochrom-P450-Enzym

Von Hermann Graf, Hans Heinrich Ruf und
Volker Ullrich*

Prostacyclin (PGI,) 2 ist eine physiologisch hochaktive,
interzellulire hormonihnliche Substanz, die eine Relaxa-
tion der glatten Muskeln und eine Aggregationshemmung
der Blutplittchen bewirkt!". Die Biosynthese erfolgt durch
Umlagerung des Arachidonsdurederivats 9,11-Epidioxy-
15-hydroxy-5,13-icosadiensiure (PGH,) 1.

Prostacyclin-
—_—
Synthase

Der Mechanismus dieser Isomerisierung war bisher un-
bekannt. Ausgehend von Arbeiten zur Sauerstoffaktivie-
rung durch Cytochrom-P450-abhingige Monooxygenase
haben wir postuliert’”, daB die PGI,-Synthase im aktiven
Zentrum eine Fe''-Him-Thiolatgruppe enthilt. Solche
Him-Enzyme sind ESR-spektroskopisch durch ein low-
spin-Signal und absorptionsspektroskopisch durch eine
Rotverschiebung der Soret-Bande des Fe'-CO-Komplexes
(A=450 nm) charakterisiert’™. Da diese beiden Eigen-
schaften eine eindeutige Zuordnung zu den Cytochrom-
P450-Enzymen ermdglichen, reinigten wir die PGI,-Syn-
thase, um unsere Hypothese zu priifen.

Reine PGI,-Synthase wurde als homogenes Protein
(Molekulargewicht 49000) affinititschromatographisch
aus Detergens-solubilisierten Mikrosomen aus Schweine-
aorten gewonnen. Das Absorptionsspektrum des oxidier-
ten Enzyms #hnelt denen der bisher bekannten Cyto-
chrom-P450-Monooxygenasen (Fig. 1, A). Reduktion des
Enzyms mit Na-Dithionit in Gegenwart von CO ergab, al-
lerdings sehr langsam (t,,,=5 min), die typische Rotver-
schiebung der Soret-Bande (Fig. 1, B); vollstindige Reduk-
tion fand nicht statt. Eine enzymatische Reduktion mit

[*] Prof. Dr. V. Ullrich, H. Graf
Fakultit fir Biologie der Universitat
Postfach 5560, D-7750 Konstanz
H. H. Ruf

Institut fiir Physiologische Chemie, Universitit des Saarlands
D-6650 Homburg-Saar
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NADPH, unter Zusatz von NADPH,-Cytochrom-P450-
Reduktase - wie sie von der Cytochrom-P450-abhingigen
Monooxygenase bekannt ist - gelingt nicht.

II
§ ' A-----.--- oxidiert
cns ’ B reduziert ¢ CO
w /

380 450 520 580

Alnm}——

Fig. 1. Absorptionsspektren der Prostacyclin-Synthase.

Das ESR-Spektrum der PGI,-Synthase bei tiefer Tempe-
ratur zeigt Figur 2, A. Zum Vergleich ist das Spektrum der
Monooxygenase in Lebermikrosomen aufgefiihrt (Fig. 2,
B). Die PGI,-Synthase weist den typischen g-Tensor der
Cytochrom-P450-Enzyme auf, obgleich eine etwas groBere
Anisotropie auffillt (g, =2.46, g,=1.90). Solche Schwan-
kungen werden jedoch auch bei anderen P450-Enzymen
beobachtet!l.

2.46 2.25 2.01 1.80

Verstédrkung 10000

*|m
©lIT
B
Verstirkung 2500
| |
242 2.25 1.92
2400 3000 3800
B [G] —

Fig. 2. ESR-Spektren von Prostacyclin-Synthase (A) und von Cytochrom-
P450 in Lebermikrosomen (B).

Nachdem sichergestellt war, daB es sich bei der PGI,-
Synthase um ein Cytochrom-P450-Enzym handelt, fragte
sich, welche Rolle die Himin-Thiolatgruppe bei der Kata-
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