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sichts dieser ermutigenden asymmetrischen Induktion (mit
dem enantiomeren Katalysator lédsst sich in analoger Weise
das zu 6 enantiomere Keton herstellen) steht der asymmet-
rischen Synthese von Colombiasin A 1 und der Aufkldrung
seiner absoluten Konfiguration nichts mehr im Weg.'¥ Ferner
ist zu erwarten, dass mit der hier beschriebenen Chemie
biologisch-chemische Untersuchungen dieser neuen Verbin-
dungsklasse erleichtert werden.
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Auf der Grundlage der Chiralitét des fiir die asymmetrische Induktion

bei 4 verwendeten Katalysators!® und der optischen Rotation

([a]s =—61°, c=1mgmL"", CHCL;) des aus diesem Intermediat

erhaltenen Colombiasin A 1 haben wir die absolute Konfiguration

von 1 wie gezeigt zugeordnet. Untersuchungen zur Bestétigung dieser

Zuordnung werden zurzeit durchgefiihrt.
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Reaktionen von Organoselenenyliodiden mit
Thiouracil-Thyreostatika: eine
enzymmimetische Modelluntersuchung an
Iodthyronin-Deiodinase-Inhibitoren**

Wolf-Walther du Mont,* Govindasamy Mugesh,
Cathleen Wismach und Peter G. Jones

Die Typ-I-Iodthyronin-Deiodinase (ID-1), ein Enzym, das
Selenocystein im aktiven Zentrum enthdlt, ist hauptsichlich
verantwortlich fiir die Monodeiodierung des Prohormons
Thyroxin T4 zum biologisch aktiven Schilddriisenhormon
3,5,3'-Triiodthyronin T3 [Gl. (1)]. ID-1 ist ein integrales
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Membranprotein, das iiberwiegend in Leber, Niere und
Schilddriise auftritt. Die durch ID-1 katalysierte 5'-Deiodie-
rung ist eine Pingpong-Bisubstrat-Reaktion, in der die
Selenolgruppe des Enzyms (E-SeH) zunéchst mit Thyroxin
T4 unter Freisetzung des deiodierten Iodthyronins T3 inter-
medidr ein Enzym-Selenenyliodid (E-Sel) bildet, das dann
offenbar mit einem bislang noch nicht identifizierten cyto-
plasmatischen Thiol-Cofaktor (moglicherweise Glutathion,
GSH) reagiert, wobei Iodid freigesetzt und die Selenolgruppe
im aktiven Zentrum regeneriert wird (Schema 1).7!
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Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus der Deiodierung von Thyroxin
T4 durch ID-1 und der Inhibierung von ID-1 durch PTU.

Es wurde vorgeschlagen, dass das von Thioharnstoff ab-
geleitete Thyreostatikum 6-n-Propyl-2-thiouracil (PTU) das
Enzym dadurch blockiert, dass es mit dem intermediédren
Selenenyliodid ein stabiles Selenenylsulfid bildet.’) Das
Selenenylsulfid 1 wird als Sackgasse (,,dead-end product®)
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angesehen, das unter physiologischen Bedingungen nicht mit
Thiolen zu reagieren vermag. Aufgrund dieser Eigenschaft ist
PTU als Thyreostatikum bekannt geworden, das oft zur
akuten Behandlung schwerer Fille von Schilddriiseniiber-
funktion (Graves-Krankheit) eingesetzt wird.

Die Bildung des ,,gemischten Selenenylsulfid-Addukts“ 1
(Schema 1) durch die Reaktion des Selenenyliodids mit PTU
wurde vor allem auf Grund folgender Annahmen postuliert:
1. Die Inhibierung durch PTU ist nichtkompetitiv beziiglich
Thyroxin, aber kompetitiv beziiglich des Thiol-Cofaktors, was
nahelegt, dass PTU und der Cofaktor mit der gleichen
enzymatischen Zwischenverbindung reagieren;['¥ 2. Thioura-
cil-Derivate sind reaktiv gegeniiber Sulfenyliodid-Gruppen
(S-I) in Proteinen,!'?] was eine moglicherweise noch héhere
Reaktivitidt gegeniiber Selenenyliodid-Gruppen (Se-I) nahe-
legt. Allerdings wurden seit der Entdeckung, dass ID-1 ein
selenhaltiges Enzym ist, mogliche Reaktionen von Thioharn-
stoff-verwandten Thyreostatika mit Selenenyliodiden und
somit der gesamte Mechanismus nie experimentell verifiziert.
Schwer verstidndlich erscheint bisher auch, dass die beiden
anderen Deiodinasen ID-2 und ID-3, anders als ID-1, gegen-
iiber PTU unreaktiv sind.'¥l Daher ist es immer noch strittig,
ob PTU mit einer kovalenten Se-I-Bindung reagiert oder mit
dem aktiven Zentrum des Enzyms (E-SeH). Die Griinde
dafiir, dass ID-2 und ID-3 nicht mit PTU reagieren, sind
ebenfalls unklar.') Im Folgenden berichten wir iiber erste
Modellreaktionen zum Verhalten von PTU gegeniiber Sele-
nenyliodiden als moglichem Schliisselschritt der Deiodinase-
Hemmung.

Die Instabilitit einfacher Arenselenenyliodide wie PhSel
und ihre Neigung zu Dismutationen in Losung® haben bisher
ihre Nutzung als enzymmimetische Substrate in Reaktionen
mit Thioharnstoff-Derivaten ausgeschlossen; selbst sterisch
gehinderte Arenselenenyliodide wie 2 liegen in Losung im
Gleichgewicht mit Iod und den entsprechenden Diseleniden
vor.’>d Die , Nichtexistenz* stabiler binirer Se-I-Verbindun-
gen wurde mit dem geringen Elektronegativitétsunterschied
zwischen Se und I, d.h. mit dem Fehlen von ionischen
Anteilen an der Resonanzenergie von kovalenten Se-I-
Bindungen in Zusammenhang gebracht.! Angesichts des
Befundes, dass kovalente Se-I-Bindungen gegeniiber Dismu-
tationen durch Verwendung extrem sperriger Alkylsubsti-
tuenten* (3) oder durch intern chelatisierende Gruppenl!
(z.B. in 4) stabilisiert werden konnen, sahen wir nun die
Gelegenheit, Reaktionen reiner, dismutationsresistenter Se-I1-
Verbindungen zu untersuchen.
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Wenn man ,,PhSel“ (0.5Ph,Se,l,) und 2, die beide bekannt-
lich zu Diselenid und Iod bzw. deren Addukten dispropor-
tionieren konnen,2®l in getrennten Experimenten mit sto-
chiometrischen Mengen an PTU oder 6-Methyl-2-thiouracil
(MTU) in Gegenwart von Triethylamin umsetzt, entstehen
nicht die Selenenylsulfide, sondern in beiden Fillen die
entsprechenden Diselenide. Diese Umwandlung der dismuta-
tionslabilen Selenenyliodide PhSel und 2 durch PTU und
MTU in Diselenide (anstelle der PTU- oder MTU-,,Adduk-
te“) entspricht in gewisser Weise dem Verhalten PTU-
unsensitiver Deiodinasen gegeniiber Inhibitoren.

Ohne Triethylamin reagiert das Selenenyliodid 3 mit PTU
und MTU wesentlich langsamer als die intern chelatisierte
Verbindung 4; diese reagiert zwar rasch mit PTU und MTU,
aber unerwarteterweise findet man als selenhaltiges Haupt-
produkt das Diselenid 5. Fiir die Vermutung, dass bei der
Umsetzung entstehendes HI die Diselenid-Bildung kataly-
siert, spricht, dass in Gegenwart von Triethylamin kein
Diselenid entsteht, sondern sowohl 3 als auch 4 mit PTU
und MTU glatt zu den erwarteten Selenenylsulfiden 6-9
reagieren (Schema 2). Nach Abfangen des entstehenden HI
durch Triethylamin konnten 6 -9 bequem durch Sidulenchro-
matographie gereinigt und isoliert werden. Die Diselenide 5!
und 101" reagieren bemerkenswerterweise nicht mit PTU und
MTU, was darauf hindeutet, dass die ID-1-Enzyminhibierung
durch PTU und MTU deren spezifischer Reaktivitit gegen-
iiber Se-I-Bindungen zu verdanken ist.
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Schema 2. Synthese von Thiouracil-Derivaten.

Die Reaktionen von 4 mit PTU und MTU laufen rascher ab
als die von 3, was sich mit der durch die Se--- N-Wechselwir-
kung erhohte Elektrophilie des Selenatoms in 4 erkldren ldsst.
Wihrend es sich bei der Se-I-Bindung der sterisch iiber-
ladenen Verbindung 3 um ein kovalente Zwei-Zentren-zwei-
Elektronen (2c-2e)-Bindung handelt, ist die Se-I-Bindung in 4
wegen der Se---N-Wechselwirkung als Teil eines 3c-4e-
Systems zu beschreiben. Dadurch ist die Se-I-Bindung in 4
zwar einerseits thermodynamisch stabilisiert (also auch dis-
mutationsresistent), andererseits aber kinetisch aktiviert fiir
den Angriff nucleophiler Reagentien. Wie bereits fiir das
natiirliche Enzym vorgeschlagen,l'] spielt das Wasserstoff-
atom an N1 von PTU und MTU eine wichtige Rolle bei diesen
Reaktionen. Dies ergibt sich daraus, dass der Ersatz des
Wasserstoffatoms an N1 durch eine Methylgruppe gewohn-
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lich zu inaktiven Substanzen fiihrt. So inhibiert 6-Anilino-2-
thiouracil 11 die Aktivitédt der humanen Placenta-Deiodinase
zu 85 %, wihrend das N-methylierte Derivat 12 dieses Enzym
nur zu 2 % hemmt.[®! Mit der Methylgruppe am Stickstoffatom
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wurde auch die Inaktivitit des als Thyroperoxidase-
(TPO)-Inhibitor bekannten Thyreostatikums Methimazol
(MMI) 13 gegeniiber ID-1 erklirt.'*] Wir fanden, dass
MMI mit dem Selenenyliodid 3 und Triethylamin &hnlich
schnell wie PTU und MTU ein Selenenylsulfid-Derivat bildet,
wobei das N3-Atom deprotoniert wird.[]

Im Verlauf der wirkstoffinduzierten Deiodinasehemmung
sind die rasche Reaktion zwischen dem Inhibitor und dem
Selenenyliodid-Intermediat (E-Sel) und die Inaktivitdt des
resultierenden Selenenylsulfids gegeniiber Reduktionsmitteln
wie GSH die bestimmenden Faktoren fiir die Wirkung des
jeweiligen Thyreostatikums. In unseren Modellsystemen
reagieren zwar sowohl 3 als auch 4 glatt mit PTU, die
Stabilitdten der entstandenen Selenenylsulfide 6 und 8 gegen-
iiber Thiolen unterscheiden sich aber erheblich. Die intern
chelatisierte Verbindung 8 reagiert mit PhSH rasch unter
Bildung des Selenenylsulfids 14 (Thiolaustausch), wiahrend
die sterisch iiberladene Verbindung 6 sich unter &hnlichen
Versuchsbedingungen gegeniiber PhSH mindestens 24 h voll-
kommen resistent ist. In dieser Hinsicht unterscheidet sich das
PTU-Derivat 6 deutlich vom entsprechenden MMI-Derivat,
welches durchaus reaktiv gegeniiber PhSH ist und unter
Thiolaustausch reagiert.’]

Der ,,sterische Schutz* hilft also effizienter als die interne
Chelatbildung, mogliche Folgereaktionen der von PTU ab-
geleiteten Selenenylsulfide mit Thiolen zu unterdriicken; aber
auch spezielle Eigenschaften des PTU-Derivats 6 gegeniiber
dem zu Wasserstoffbriickenbindungen nicht befdhigten MMI-
Derivat spielen offenbar eine wesentliche Rolle fiir die ID-1-
Inhibierung. Aus der Strukturbestimmung an 6 geht hervor,
dass das Selenatom durch Me;Si-Gruppen betréchtlich ab-
geschirmt wird (Abbildung 1).'% Die Thiouracileinheit in 6
liegt in der Ketoform vor, welche durch intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird, was mit der
Bildung zentrosymmetrischer Dimere einhergeht.

Die verglichen mit 6 hohere Reaktivitdt von 8 gegeniiber
PhSH sehen wir neben der geringeren sterische Hinderung
auch als Folge der intramolekularen Se --- N-Wechselwirkung
in 8 an, durch welche der elektrophile Charakter des
Selenzentrums erhoht wird. Diese Annahme veranlasste uns
zu priifen, ob das von PTU abgeleitete Selenenylsulfid 8 auch
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Abbildung 1. Struktur des zentrosymmetrischen Dimers von 6 im Kristall
(nur an der Wasserstoffbriickenbindung beteiligte H-Atome sind abge-
bildet). Ausgewihlte Bindungslidngen [A] und Winkel [°]: Se-S 2.2014(4),
Se-C1 2.0043(15), S-C11 1.7681(16), C1-Sil 1.9270(15), C1-Si2 1.9130(15),
C1-Si3  1.9042(16), C12-O 1.2398(18); C1-Se-S 105.91(4), C11-S-Se
103.78(5), Si1-C1-Se 99.84(7), Si2-C1-Se 110.34(7), Si3-C1-Se 108.29(7).

aus 14, welches ebenfalls durch interne Chelatisierung gegen-
iiber Nucleophilen aktiviert sein sollte, zugidnglich ist. Ver-
setzt man eine Losung von reinem 14!'1 mit PTU, entsteht
innerhalb von 24 h kein 8, was dafiir spricht, dass die Bildung
von 14 durch Thiolaustausch an 8 ein irreversibler Vorgang ist.

Das vorgestellte Reaktionsverhalten von sterisch und von
koordinativ intern stabilisierten Organoselenenyliodiden als
enzymmimetische Substrate (E-Sel) gegeniiber Thyreostatika
bestitigt experimentell den vorgeschlagenen Mechanismus
der Iodthyronin-Deiodinase-Inhibierung durch Wirkstoffe
mit Thioharnstoff-Funktion. Unsere Modellreaktionen stiit-
zen die Annahmen, dass 1. PTU nicht mit dem nativen
Enzym, sondern mit einem E-Sel-Intermediat mit kovalenter
Se-I-Bindung reagiert, und dass 2. basische Aminosédurereste
wie Histidin in der Ndhe des aktive Zentrums die Se-I-
Bindung kinetisch zu aktivieren vermogen, aber auch als
allgemeine Basen der notwendigen HI-Abstraktion im Ver-
lauf der Inhibierungsreaktion dienen kénnen. Die vorliegen-
den Ergebnisse legen auch nahe, dass mogliche Dismutatio-
nen von E-Sel-Intermediaten zu Diseleniden bei der Suche
nach den Ursachen fiir die nicht vorhandene Reaktivitét
bestimmter selenhaltiger Deiodinasen gegeniiber Thyreosta-
tika vom Thiouracil-Typ in Betracht gezogen werden sollten.

Experimentelles

Allgemeines: Alle Reaktionen wurden mit Standard-Inertgastechniken
unter Stickstoff durchgefiihrt.

6: Zu einer Losung von 3 (0.44 g, 1 mmol) in Toluol (20 mL) wurden NEt;
(2 mmol) und PTU (0.17 g, 1 mmol) gegeben. Nach 10 min Riihren wurde
der Niederschlag abgetrennt und das Filtrat zur Trockne eingeengt. Das
Rohprodukt wurde iiber eine Silicagelsdule (70-230 mesh) gereinigt.
Elution mit Hexan/Essigester (2/1) ergab als zweite Fraktion 6, das durch
Verdampfen des Losungsmittels als gelber Feststoff isoliert wurde;
Kristallisation aus CH,Cl,/Hexan lieferte reines 6 in Form gelber Kristalle
(0.41 g,85%); Schmp. 104 °C. '"H-NMR (400 MHz, C;,Dg, TMS): 6 =0.10 (s,
27H), 0.58 (t,3H), 1.37 (m, 2H), 2.02 (t,2H), 5.80 (s, 1 H), 6.97 (s, 1 H); 3C-
NMR (100.6 MHz, C(D¢, TMS): 6 =1.36, 2.93, 13.58, 21.19, 39.32, 109.45,
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159.16, 163.67, 168.85; 7Se-NMR (38.2 MHz, C,Dg, Me,Se): 6 =506; »Si
NMR (39.8 MHz, C4Dq, TMS): 6 =3.4; CI-MS: m/z (%): 481 (100, M*),
188, 171, 90; Elementaranalyse (% ): ber. fiir C;;H3N,0,SSeSi;: C 42.50, H
7.50, N 5.83, S 6.67; gef.: C42.93, H7.78, N 5.48, S 6.81. Die Verbindungen
7-9 wurden analog erhalten.
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Enantiomerentrennung durch Extraktion nach
Lipase-katalysierter, Enantiomer-selektiver
Fluoracylierung**

Benno Hungerhoff, Helmut Sonnenschein und
Fritz Theil*

Die Lipase-katalysierte kinetische Racematspaltung von
Alkoholen oder deren Estern durch Veresterung bzw. Hy-
drolyse ist eine gut etablierte Methode zur Gewinnung
enantiomerenreiner oder -angereicherter Synthesebaustei-
ne.l!l Lipasen sind preiswerte Biokatalysatoren, die Reak-
tionen konnen mit einer Standardausriistung durchgefiihrt
werden, und sie sind in vielen Fillen hoch selektiv. Allerdings
ist ein entscheidender Nachteil dieser Biotransformation, die
das eine Enantiomer als Alkohol und das andere als den
entsprechenden Ester liefert, dass die Produkte chromato-
graphisch getrennt werden miissen. Dieser Trennschritt mag
im Labormafstab kein ernsthaftes Problem darstellen; im
GroBmafstab der pharmazeutischen Industrie kann der
chromatographische Schritt jedoch ein wichtiges Kriterium
sein, diese Methode nicht anzuwenden. Bis heute gibt es noch
keine generelle Losung zur Uberwindung dieses Nachteils.
Allerdings wurden beachtliche Fortschritte auf dem Gebiet
der extraktiven Abtrennung homogener Katalysatoren,?
Reagentien und Produktel’) gemacht, die mit perfluorierten
Hilfsgruppen versehen sind. Die Verfahren basieren auf der
Verteilung zwischen organischer und fluoriger Phase und
erlauben ein verbessertes Recycling des homogenen Kataly-
sators bzw. eine bessere Isolierung der Produkte aus dem
Reaktionsgemisch.

Angesichts der Fortschritte bei der Reaktionsfithrung in
fluorigen Losungsmitteln und der optimierten Aufarbeitungs-
methoden mittels fluoriger Phasen stellt sich folgende
Frage: Ist es moglich, einen hochfluorierten Acyldonor bei
der Lipase-katalysierten kinetischen Racematspaltung eines
Alkohols einzusetzen? Ein solcher Acyldonor sollte im
Lipase-katalysierten Acyltransfer selektiv das schneller rea-
gierende Enantiomer mit einem hochfluorierten Acylrest
markieren. Das mit dem ,,Teflon-Schwanz*“(?"! ausgestattete
Enantiomer konnte anschliefend selektiv durch eine fluorige
Phase erkannt werden, sodass eine extraktive Trennung von
fluoriertem und nichtfluoriertem Enantiomer durch Vertei-
lung zwischen fluoriger und organischer Phase moglich wire.

Zur erfolgreichen Umsetzung dieses Prinzips benotigt man
einen passenden Acyldonor. Das Reagens sollte von der
Lipase akzeptiert werden und mit dieser das reaktive Acyl-
Enzym bilden, das anschlieend Enantiomer-selektiv mit dem
racemischen Alkohol reagiert. Zusétzlich sollte der {iiber-
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