Untersuchungen zur Biosynthese der Pigmente
des Lebens: Rechnungen zur Bildung von
Uroporphyrinogen III aus Hydroxymethylbilan
und Beschreibung eines neuen Mechanismus zur
D-Ring-Inversion **

Von Lutz F. Tietze* und Holger Geissler

Professor Wolfgang Steglich
zum 60. Geburtstag gewidmet

Das cyclische Tetrapyrrol Uroporphyrinogen III 2 ist die
biosynthetische Vorstufe der Chlorophylle und Bakterio-
chlorophylle sowie von Hiamin, Sirohdm, Coenzym F 430
und Vitamin B,,, die als Pigmente des Lebens bezeichnet
werden. Es entsteht unter Einwirkung der Enzyme Hydroxy-
methylbilan-Synthase (HMBS) und Uroporphyrinogen-III-
Synthase (Cosynthetase) aus Porphobilinogen (PBG);
hierbei konnte Hydroxymethylbilan 1 als nicht-enzymge-
bundene Zwischenstufe nachgewiesen werden!!). Bemer-
kenswert an der Biosynthese von Uroporphyrinogen ITI 2 ist
die Inversion des Ringes D, die nur in Gegenwart von Co-
synthetase erfolgt!?). Bei Abwesenheit dieses Enzyms ent-
steht nur Uroporphyrinogen [ 3, das dann auch in Gegen-
wart von Cosynthetase nicht zu 2 isomerisiert'®. Zahlreiche
bisher nicht verifizierbare Modelle wie die Bildung einer Spi-
roverbindung als Intermediat!*, der Fragmentierungs-Re-
kombinations-Mechanismust!- %1, [1,5]-sigmatrope Umilage-
rungen’®® <! und die intermedidre Bildung eines Lactons'®!
werden zur Erklarung des Phdnomens herangezogen. In die-
ser Arbeit beschreiben wir unter Verwendung der Modellver-
bindungen 4 und 5 Rechnungen zur Bildung von Uropor-
phyrinogen IIT 2 aus Hydroxymethylbilan 1 und stellen
einen neuen Mechanismus zur Inversion des Ringes D vor.

Cosynthetase 1-+~2 |
A D-Ring-inversion !

2:R'=A, R%<P
3:R'=P, R%=A

1 A: CH,COH
P: (CHp),COH

In der vorhergehenden Arbeit hatten wir anhand von
Rechnungen zeigen kdnnen, daB fiir die acyclischen Tetra-
pyrrole 4 und 5 die cyclischen Konformationen A und B
Energieminima sind!”). Zur Untersuchung der Cyclisierung
wurden nun die bei der Bildung des cyclischen Tetramers 8
aus 4 durch den Angriff von C-19 an C-20 sowie der Spiro-
verbindung 12 aus 4 durch Angriff von C-16 an C-20 auf-
tretenden Ubergangszustinde!® und o-Komplexe mit der
semiempirischen Rechenmethode AM1/RHF™! bestimmt,
Ahnliche Rechnungen haben wir auch fiir die Bildung von 9
und 13 aus dem unsubstituierten acyclischen Tetrapyrrol 5
durchgefiihrt.

Es wurden fiir die Cyclisierung von 4 und 5 jeweils vier
Ubergangsstrukturen (TS-4a—d und TS-5a—d) gefunden.
Die Cyclisierung von 4 zum cyclischen Tetrapyrrol 8 via 6
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(o-Komplex)
6: R =Me 8:R=Me
7.R=H 9:R=H

{o-Komplex)
10: R = Me 12: R = Me
11:R=H 13:R=H

aus der Konformation A erfordert den geringsten Energie-
aufwand. (TS-4a: AH; = 8.36 kJmol™'). Dies wiirde der
Bildung von Uroporphyrinogen I 3 aus 1 entsprechen und
steht in Ubereinstimmung mit der siurekatalysierten Cycli-
sierung von Porphobilinogen, die primdr in einer kinetisch
kontrollierten Reaktion zu 3 fiihrt; unter den dquilibrieren-
den Reaktionsbedingungen wird dann ein Gemisch der Uro-
porphyrinogene I, II, ITI und IV im Molverhéltnis 1:1:4:2
gefunden!!®, Erwidhnenswert ist hierbei, daB} fiir die Cycli-
sierung von 5 zu 9 via 7 eine fast doppelt so hohe Akti-
vierungsenergic  berechnet wurde (TS-5a: AHS =
14.7 kJmol ~1). Dies ist sicherlich auch auf die geringere Re-
aktivitdt des unsubstituierten Pyrrols zuriickzufiihren; be-
trachtet man zusitzlich die Hyperflache fiir die Konforma-
tionen von 5, die nur schwach ausgepragte Minima aufweist,
so wird die Tendenz zur Polymerisation verstindlich!", In-
teressanterweise sind die bei der elektrophilen Substitution
am Pyrrol intermedidr gebildeten kationischen o-Komple-
xe 6 und 7, die zu den Tetrapyrrolen 8 bzw. 9 fithren, erheb-
lich stabiler als die kationischen Substrate 4 und 5; die be-
rechneten Energiedifferenzen AH, betragen —91.3 kJmol ™!
fiir 4 und —87.3 kJmol ™! fiir 5. Dies kann ein Hinweis dar-
auf sein, daf} bei der enzymatischen Cyclisierung von Hy-
droxymethylbilan eine kationische Zwischenstufe vom Typ 4
nicht auftritt und daB die o-Komplexe vom Typ 6 eine ver-
gleichsweise hohe Lebensdauer haben.

Von wesentlicher Bedeutung fiir die Erklarung der Ringin-
version bei der Bildung von Uroporphyrinogen 1112 aus 1 ist
der Befund, daB die berechneten Aktivierungsenergien fiir
die Bildung der Spiroverbindungen 12 und 13 aus 4 bzw. 5
via 10 bzw. 11 erheblich héher sind als die fir die Cyclisie-
rung zu 8 und 9 gefundenen Werte (siche oben) (TS-4b:
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AHF =36.0, TS-5b: AHF = 54.0 kJmol ~'). So betrigt die
Energiedifferenz fiir die Cyclisierung von 4 zu 8 im Ver-
gleich zur Cyclisierung von 4 zur Spiroverbindung 12
47.6 kImol L.

Aufgrund der Rechenergebnisse konnen Cyclisierungen
aus Konformation B heraus vernachlissigt werden, da die
Ubergangsstrukturen fiir beide Arten der Cyclisierung
(C-19 - C-20 und C-16 — C-20) energiereicher sind (TS-4¢:
AHF =357, TS-5¢: AHF =29.2, TS-4d: AHF =74.5,
TS-5d: AHF =72.1 kJmol™ 1Y),

Die Rechnungen zeigen, daB die direkte Bildung der Spi-
roverbindung 12 oder des o-Komplexes 10 aus 4 energetisch
sehr viel ungiinstiger ist als die Bildung von 8 bzw. 6 aus 4.
Wir halten daher das postulierte Spirotetrapyrrol-Modell fiir
die Bildung von Uroporphyrinogen II 2 aus Hydroxyme-
thylbilan 1 fiir wenig wahrscheinlich und schlagen deswegen
fiir die Bildung von 2 aus 1 den in Schema 1 skizzierten
Mechanismus vor, der in Ubereinstimmung mit den Ergeb-
nissen der Rechnungen und den bisherigen Untersuchungen
zur Biosynthese von 2 steht.

Uroporphyrinogen-itl-o-Komplex

Hydroxymethyibilan 1 16

+H,0 || -H,0

Uroporphyrinogen-l-a-Komplex

Spiro-o-Komplex 15

14

Schema 1. Postulierter Biosyntheseweg zu Uroporphyrinogen III 2 aus Hy-
droxymethylbilan 1 (A: CH,CO,H, P: (CH,),CO,H).

Der Primérschritt ist hierbei die Bildung des Uroporphyri-
nogen-I-c-Komplexes 14 iiber die Protonierung der Hy-
droxygruppe in 1 durch eine Sduregruppe in einer Tasche des
Enzyms Cosynthetase. Der Angriff des Pyrrolringes D auf
das zunichst gebildete Oxonium-Ion erfolgt hierbei von
oben unter Bildung des Uroporphyrinogen-1-c-Komple-
xes 14 mit einem f-stindigen H-Atom an C-19 (oder vice
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versa). Es schlieBen sich mehrere reversible suprafaciale
[1,5]-sigmatrope Verschiebungen zum Spiro-o-Komplex 15
und nachfolgend zum Uroporphyrinogen-IlI-o-Komplex 16
an, in dem jetzt das H-Atom an C-19 a-standig ist (oder vice
versa). Durch Abstraktion dieses H-Atoms durch eine geeig-
net angeordnete Base in der Enzymtasche — vermutlich das
Anion der Saure, die im ersten Reaktionsschritt 1 proto-
niert — wird in einer irreversiblen Reaktion Uroporphyrino-
gen III 2 gebildet.

Zusammenfassend lafBt sich sagen, daB die Natur einen
Weg finden muBte, die unselektive Synthese von Uroporphy-
rinogen I1I in der Ursuppe zu optimieren. Dies ist mit der
Entwicklung des Enzyms Cosynthetase gelungen, das, wie
wir annehmen, die Abspaltung eines Protons aus dem primér
gebildeten Uroporphyrinogen-I-o-Komplexes unter Bildung
von Uroporphyrinogen T verhindert, wiahrend die Abspal-
tung eines Protons aus dem im Gleichgewicht vorliegenden
Uroporphyrinogen-1I1I-c-Komplexes unter Bildung von
Uroporphyrinogen III beschleunigt wird. Eine Differenzie-
rung zwischen den beiden H-Atomen in den o-Komplexen
durch das Enzym ist moglich, da sie eine entgegengesetzte
rdumliche Anordnung aufweisen.
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Hochenantioselektive Protonierung
von Thioesterenolaten

Von Charles Fehr*, Isabelle Stempf und José Galindo

Die enantioselektive Protonierung achiraler Enolate mit
Hilfe effizienter und synthetisch niitzlicher chiraler Proto-
nenquellen wird seit langem diskutiert und ist von beachtli-
cher priparativer Bedeutung. Neuere Fortschritte auf die-
sem Gebiet!! 73! erméglichten Enantioselektivititen bis zu
91 % eet. Sowohl unter priparativen als auch unter mecha-
nistischen Gesichtspunkten wire jedoch eine noch stirkere
enantiofaciale Differenzierung wiinschenswert. Unsere Be-
mithungen richteten sich auf die Synthese von enantiomeren-
reiner (R)- und (S)-a-Cyclogeraniumsiure (R)-1 bzw. (S)-
1", die vielseitige Schliisselbausteine fiir die Synthese von
Duftstoffen und in der medizinischen Chemie sind!®l.
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