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1.01), 3.47 (m, 1H), 4.94 (br.d, J=10.3 Hz, 1H), 5.04 (br.d, /=174 Hz,
1H), 5.81 (ddd, /=77, 10.3, 174 Hz, 1H); *C-NMR (100 MHz, CDCl,):
0=19.9, 26.3, 26.4, 26.6, 27.6, 29.3, 35.4, 41.3, 44.0, 74.5, 112.6, 145.5 (1,3-
syn-2e: 0=21.5, 26.3, 26.4, 26.6, 27.9, 29.1, 34.9, 41.2, 44.2, 73.8, 113.5,
144.2); befriedigende Elementaranalyse.
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Biosynthese des Psoralens: zum Mechanismus
einer Cytochrom-P450-katalysierten,
oxidativen Bindungsspaltung
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Oxidative Spaltungen von C-C-Bindungen, die unter Ver-
brauch von molekularem Sauerstoff zu olefinischen Pro-
dukten fiihren, sind im Sekundirstoffwechsel sehr weit
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verbreitet. Sie sind typisch fiir Biosynthesen von Homo- und
Norterpenen, fiir die Entstehung von 1-Alkenen aus Fett-
sduren sowie zahlreichen anderen ungesittigten Naturstoffen
aus oxygenierten Vorstufen [Gl. (1)].11
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Besonders gut untersucht sind derartige Transformationen
im Steroidstoffwechsel, wo angulare Methylgruppen unter
Einfiihrung einer Doppelbindung in das Grundgeriist oxidativ
entfernt werden.? Stets sind Enzyme aus der groBen Familie
der Cytochrom-P450-Enzyme beteiligt. Dabei katalysiert ein
einzelnes Enzym jeweils alle erforderlichen Teilschritte,
namlich 1) die Funktionalisierung der Methylgruppe zum
primdren Alkohol, 2) die Weiteroxidation zum Aldehyd und
3) die eigentliche oxidative Bindungsspaltung zum ungesit-
tigten Norsteroid und zu Ameisensiure.-!

Ob dieser fiir den Steroidstoffwechsel abgeleitete sequen-
tielle Abbau auf die zahlreichen anderen oxidativen Bin-
dungsspaltungen des Sekundérstoffwechsels iibertragen wer-
den kann, ist offen. So wird z.B. auch die Dealkylierung von
(+)-Marmesin 1 zum phototoxischen Furocumarin Psoralen 2
durch ein Cytochrom P450, der Psoralen-Synthase, katalysiert
(Schema 1)." Dieser Schritt ist fiir die Biosynthese der

Psoralen-

Synthase 74 = + Aceton,

0,/NADPH o H0 (?)
O [¢]

1 (+)-Marmesin (R=H)
1a Prandiol (R=0OH)

2 Psoralen

Schema 1. Cytochrom-P450-katalysierte Dealkylierung von 1.

linearen Furocumarine von zentraler Bedeutung, da das
entstehende Psoralen 2 als Vorstufe fiir die weiteren Mit-
glieder dieser Substanzfamilie dient.®! Lineare und angulare
Furocumarine sind im Pflanzenreich, besonders bei den
Apiaceen, als induzierbare Abwehrstoffe weit verbreitet.(]
Auch das Diol 1a (Prandiol) ist als Naturstoff bekannt;!% 1]
ein schrittweiser Abbau der Seitenkette, analog zur Dealky-
lierung der Steroide, ist daher naheliegend. Wir berichten
hier, daf} die Dealkylierung von Marmesin 1 tatsichlich nicht
sequentiell verlauft, sondern dafl der 2-Hydroxy-2-propyl-
Substituent in einem Schritt in einer syn-Eliminierung als
Aceton abgespalten wird. Der zwar schon frither postulier-
te,'?l hier aber erstmals nachgewiesene einstufige Abbau
diirfte auch représentativ fiir andere oxidative Abbaurouten
zu Nor- und Secoverbindungen sein.

Der Nachweis einer einstufigen Dealkylierung und die
Analyse ihres stereochemischen Verlaufs gelang unter Ver-
wendung der spezifisch deuterierten Vorstufen 3—73 und
aktiver Mikrosomen aus elicitierten Zellkulturen der Knor-
pelmdhre (Ammi majus).') Werden die Mikrosomenprépa-
rate z. B. mit [?H;]Marmesin 7 in Gegenwart von NADPH und
unter Luftzutritt inkubiert,”! entstehen dquimolare Mengen
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von [8-°H;|Psoralen 8 und [*Hg]Aceton (Schema 2). Beide
Produkte konnen durch GC-MS erfa3t und quantifiziert
werden. Aufgrund des in 8 verbliebenen Deuteriumatoms
kann das Reaktionsprodukt sicher von Spuren von natiir-
lichem [8-'H]Psoralen unterschieden werden. Ca. 20-40%
des entstehenden Psoralens werden unter den Reaktions-
bedingungen weiter zu Bergaptol (5-Hydroxypsoralen) um-
gesetzt.l [?Hg]Aceton 148t sich im Reaktionsansatz nach
Derivatisierung mit Pentafluorbenzylhydroxylamin zum ent-
sprechenden Imin quantitativ erfassen.['” Die Erhaltung aller
Deuteriumatome im Cs;-Fragment schlie3t eine intermedidre
Funktionalisierung des Substituenten aus (siche 1a).

Der stereochemische Verlauf der oxidativen Geriistspal-
tung wurde durch Umsetzung mit den syn bzw. anti zum
2-Hydroxy-2-propyl-Substituenten deuterierten Vorstufen
3a/3b und 4 ermittelt.l'’] In beiden Fillen wird ausschlieBlich
das zum C;-Substituenten syn-stindige Wasserstoffisotop
abgespalten. Wihrend die Umsetzung von 3a unter Verlust
des Deuteriumatoms an C3’ zu natiirlichem Psoralen fiihrt,
verbleibt bei 4 die Isotopenmarkierung an C3’' im Molekiil.
Bei Verwendung von jeweils dquimolaren Mengen der Vor-
stufen 3a und 4 bzw. 3b und natiirlichem Marmesin 1 werden
die Substrate 1 und 4, die ein zum C;-Substituenten syn-
stindiges Protiumatom aufweisen, bevorzugt umgesetzt. Aus
der massenspektrometrisch zugidnglichen Verteilung der er-
haltenen isotopomeren Psoralene errechnet sich damit ein

(e +)Por.-FelV Por.-FelV
P | O\H
soralen-
[
Synthase HQ (\C
—_—
NADPH' 02 DSC e
D,C

HC Q
HC O o o HC O o pc” CD,

primérer kinetischer Isotopeneffekt von kykp~4 (T=
20°C).'! Hinsichtlich der Substrattoleranz der Psoralen-
Synthase ist erwdhnenswert, daf3 auch das Keton 5§ von den
Mikrosomen zum deuterierten [2',3'->H,]Psoralen deacyliert
wird. Das Diol 6'1 ([?H,]Prandiol) wird dagegen nicht
umgesetzt. Da Konfiguration und Gesamtumsatz der Deacy-
lierung von 5 mit den Befunden zur oxidativen Dealkylierung
von Marmesin iibereinstimmen, diirften beide Reaktionen
vom selben Enzym katalysiert werden.

Die enzymatische Dealkylierung von Marmesin konnte
auch mit den als Cytochrom-P450-Modellen bewihrten
Tetraphenylporphyrinatokomplexen von Fe['7l und Mn!™ 8]
nachvollzogen werden. Mit Iodosylbenzol als Oxidationsmit-
tel sind beide Metall-Porphyrinatokomplexe in der Lage, die
stereospezifisch deuterierten Marmesine 3a, 3b, 4 und 7 zu
deuterierten Psoralenen und Aceton zu spalten (Schema 2).
Erwartungsgemi3 wird bei der Modellreaktion die aus-
schlieBliche syn-Eliminierung der enzymatischen Reaktion
nicht nachvollzogen. Uberraschend 148t sich aber auch nur
eine maiBige Bevorzugung des besser zugidnglichen anti-
Wasserstoffatoms feststellen (anti:syn=1.6:1). Anders als
bei der enzymatischen Reaktion kann der Metall-Oxo-Kom-
plex nicht nur die Wasserstoffatome an C3’ angreifen, sondern
auch das Wasserstoffatom am tertidren C2'. Beide Primérra-
dikale sind durch ihre Wechselwirkung mit dem aromatischen
System bzw. dem benachbarten Ringsauerstoffatom stabili-
siert. Als Folgeprodukt eines Angriffs auf das Wasserstoff-
atom an C2' ist nach -Spaltung nur Didehydromarmesin 9 zu
erwarten; ein Primérradikal an C3’ kann zu 2 und 9 weiter-
reagieren. Dementsprechend erhidlt man beim oxidativen
Abbau von Marmesinderivaten die Produkte 2 und 9 zu etwa
gleichen Anteilen, wihrend die Modelloxidation des Ketons §
neben sehr wenig 2 iiberwiegend das Acetylpsoralen 10 liefert
und damit die hohe Resonanzstabilisierung des an C2’
entstehenden Primérradikals reflektiert.['”]

Nach den Befunden aus den enzymatischen Umsetzungen
und den Modellreaktionen 148t sich die Dealkylierung von
Marmesin gemiB Schema 2 als Angriff eines Porphyryl-Fe™-
O-Radikalkations auf C3'-H; des Substrats 7 formulieren. Es
entsteht ein benzylisches Radikal, das durch S-Spaltung in
[8-2H]Psoralen 8 und ein 2-Hydroxy-2-propyloxyradikal zer-

Por.-lTelV
}O\H
X H X
> ® +
D,C CD.
o~ o ’ 3 o o g
8
-H0

/ﬁ\ +  Por.-Felll

Schema 2. Psoralen-Synthase-katalysierte Dealkylierung von 7, mechanistischer Verlauf sowie die Produkte 9 und 10 aus den Modellreaktionen mit

Tetraphenylporphyrinatokomplexen von Fe
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und von Mn'". Por. = Porphyrinato.
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fallt. Aus einem ,Oxygen-Rebound“® zum unmittelbar
benachbarten Porphyryl-FelV-OH-Zentrum resultiert dann
das Hydrat von [?Hg]Aceton. Ganz analog kann auch das
Keton 5 umgesetzt werden, wobei nun Psoralen und Essig-
sdure tber ein intermedidres Acylradikal entstehen sollten.
Eine von Birch und Mitarbeitern postulierte mechanistische
Alternative!] iiber ein Carbeniumion an C3' als Intermediat
einer heterolytischen Fragmentierung en route zum Psoralen
wird durch unsere Befunde nicht gestiitzt, da an C3" hydro-
xylierte Intermediate als Vorstufen eines Carbeniumions
weder bei der Modellreaktion noch bei der enzymatischen
Umsetzung registriert wurden. Dariiber hinaus sollte eine
heterolytische Fragmentierung eines 3’-Hydroxymarmesins
auch eher als anti-Eliminierung verlaufen. Vielmehr ist die
fast ausnahmslos zu beobachtende syn-Eliminierung eines
Alkyl- oder Acylrestes zusammen mit einem vicinalen
Wasserstoffatom!! 4l in sehr guter Ubereinstimmung mit dem
radikalischen Abstraktions- und RekombinationsprozeBP!
von Schema 2. Nach Disproportionierung des Primarradikals
(B-Spaltung) zum Olefin kann das sich ablésende Alkoxyl-
oder Acylradikal sofort vom benachbarten Reaktionszentrum
des Cytochroms P450 iibernommen werden, so daf} das
Auftreten freier Radikale wirksam unterbunden wird.

Die hier beschriebene Reaktionssequenz ist vermutlich
auch représentativ fiir einige bislang mechanistisch noch
unverstandene Ringspaltungen zu Secoverbindungen. So
konnten fiir die bei der Biosynthese von Indol- und Chin-
chona-Alkaloiden stattfindende zentrale Umwandlung von
Loganin zu Secologanin? niemals Intermediate nachgewie-
sen werden. Ahnliches gilt fiir die am Ring A des Triterpe-
noids B-Amyrin erfolgende oxidative Offnung zu Nyctanthin-
sidure! oder fiir den Abbau des acyclischen Geranylacetons
zu 4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrien, einem im Pflanzenstoff-
wechsel weitverbreiteten Indikator fiir Herbivorie.? Der
Befund, daf3 auch das acyclische Geranylaceton iiber eine syn-
Eliminierung zum Olefin und Essigsdure abgebaut wird,?* ]
unterstreicht nachdriicklich die Bedeutung dieses stereoche-
mischen Aspekts fiir Cytochrom-P450-katalysierte oxidative
Bindungsspaltungen.

Experimentelles

Alle enzymatischen Umsetzungen wurden mit Mikrosomen aus elicitierten
Zellkulturen von Ammi majus durchgefiihrt.'l Jeweils 40.0 nmol des
entsprechenden racemischen Marmesinderivates!'® wurden in 25.0 uL
eines 50.0mM Tris/HCI-Puffers mit 1.0mm EDTA (pH 7.5) gelost und mit
10.0 pL einer 10.0mm NADPH-Losung im gleichen Puffer und 20.0 uL
einer Mikrosomensuspension versetzt. Nach 30 min bei 20°C wurden die
Reaktionsprodukte durch Festphasenextraktion (SPME) an einem mit
Polymethyldisiloxan beschichteten Trager adsorbiert (30 min Gleichge-
wichtseinstellung) und anschlieBend im EinlaB eines Gaschromatographen
bei 250°C desorbiert?! (GC-MS: Fisons MD 800, Trennsiule: SE30,
10 m x 0.31 mm, Trigergas: He, Temperaturprogramm: 50°C (2 min),
20°Cmin~' — 280°C, Massenbereich: 35-350 Das™!, Interface: 270°C).
Jeweils ca. 5% der Substrate 3a, 3b, 4 und 7 wurden umgesetzt. Zur
Erfassung von Aceton oder [?Hg]Aceton wurden dem Reaktionsansatz vor
der Festphasenextraktion 5.0 uL einer 0.1 mm Losung von Pentafluorben-
zylhydroxylamin im genannten Tris/HCI-Puffer zugesetzt.'"] Die Bildung
des Imins ist nach 30 min abgeschlossen, und das enzymatisch freigesetzte
Aceton kann nach Kalibrierung mit authentischen Referenzen (Aceton
und [*’Hg]Aceton) zusammen mit den Furocumarinen durch GC-MS
quantifiziert werden.
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Bei den Modellreaktionen wurden je 1.4 mmol des Metalloporphyrinato-
komplexes (Fe** oder Mn**) und 8.1 mmol der deuterierten (& )-Marme-
sine 3a, 3b, 4 oder 7 mit 22.0 mmol Iodosylbenzol bei 4°C 8h in
Dichlormethan (3.0 mL) geriihrt. Die Analyse der Reaktionsprodukte
erfolgte ohne vorangehende Aufarbeitung durch GC-MS. Ca. 10% des
jeweiligen Substrates wurden umgesetzt. Das Carbonylfragment wurde wie
beschrieben durch Reaktion mit Pentafluorbenzylhydroxylamin erfaBt.!"”]
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