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Factor F430 from Methanogenic Bacteria: Structure of the Porphinoid Ligand System 

Summary 
A structure is proposed for F430M, a non-cristalline methanolysis product of 

isolates of the nickel-containing, porphinoid factor F430 from Methanobacterium 
thermoautotrophicum. 

Crucial to the structure determination are five incorporation experiments with 
M.  thermoautotrophicum (strain Marburg) in which the specifically m ~ n o - ~ ~ C - l a b -  
eled biosynthetic precursors (2-13C)-, (3-I3C)-, (4-I3C)-, (5-I3C) ALA (ALA = 6-ami- 
no-levulinic acid) and ~-(methyl-'~C)methionine were incorporated into F430 with 
high efficiency. The I3C-NMR.-spectra of the specifically labeled F430M samples 
derived therefrom, together with the UV./VIS. spectral data of F430M, contain all 
the information necessary for the deduction of the constitution of the F430M 
chromophore, assuming the established pattern of porphinoid biosynthesis to be 
operative in F430 biosynthesis. IH-NMR. spectroscopy and, in particular, 'H- 
NMR.-NOE-difference spectroscopy corroborates and completes the constitution- 
al assignments and, furthermore, makes possible an almost complete derivation of 
the molecule's relative configuration. Schemes 3 and 4 summarize the results of 'H- 
NMR. spectroscopy, presenting them within the context of the proposed structure 
for F430M. The assignment of absolute configuration implied in the formula is giv- 
en preference because of F430M's very close structural and (assumed) biosynthetic 
relationship to sirohydrochlorin and vitamin BI2 (with respect to ring C, the assign- 
ment is based on degradative evidence). 

According to the proposed structure, the nickel complex F430M possesses an 
uroporphinoid (Type 111) ligand skeleton with an additional carbocyclic ring and a 
chromophore system not previously encountered among natural porphinoids. It can 
be considered to be a (tetrahydro) derivative of the corphin system, combining struc- 
tural elements of both porphyrins and corrins. 

I )  Arbeitsgruppe f u r  physikalische organische Chemie (Leitung Prof. J .  F. M. Oh), Organisch-chemi- 
sches Laboratorium der ETHZ. 
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1. Einleitung. - F430 ist die Bezeichnung eines erstmals von Gunsalus & Wove [ 1 J 
an seiner charakteristischen UV./VIS.-Absorptionsbande bei 430 nm erkannten 
(nichtfluoreszierenden) Faktors aus Methanobacterium thermoautotrophicum. 
Thauer et al. [2] entdeckten die obligate Nickel-Abhangigkeit des Wachstums dieser 
(aus Kohlendioxid und Wasserstoff) Methan-produzierenden Bakterien und wie- 
sen erstmals nach, dass Faktor F430 Nickel enthalt [3] (vgl. auch [4]). Seither durch- 
gefiihrte systematische Untersuchungen haben ergeben, dass samtliche bislang ge- 
priiften methanogenen Bakterien zu ihrem Wachstum Nickel benotigen und Faktor 
F430 synthetisieren [4] [5]. Es wird vermutet [6] [7], dass Faktor F430 ein Bestandteil 
jenes Enzymsystems ist, das in methanogenen Bakterien die reduktive Spaltung von 
Methyl-coenzym M (2-Methylmercaptoathansulfonat [SJ) zu Methan und Coenzym 
M vermittelt. 

Faktor F430 lasst sich durch thermische Behandlung der Zellsuspensionen bei 
pH 7 (z. B. loo", 1 Std.) [4] [9] [lo], oder schonender durch Behandlung bei O"/pH 2 
[5] [I  I ]  aus den Zellen ablosen, wobei nach mehrfachen Isolierungs- und Reini- 
gungsschritten chromatographisch und UV./VIS.-spektroskopisch charakterisierte, 
wasserlosliche und in unpolaren Losungsmitteln unlosliche, amorphe Isolate 
erhalten werden, deren Zusammensetzung je nach Vorgehen bei der Isolierung 
variiert. Nach dem pH 2/0"-Ablosungsmodus gewonnene F43O-Isolate sind hitze- 
labil[5]; diese Eigenschaft ist vermutlich dafur verantwortlich, dass nach Abliisung 
durch Hitzebehandlung mehrere chromatographisch differenzierbare F430-For- 
men beachtet werden [4], was nach Bereitung bei 0" nicht der Fall ist [5 ] .  

Faktor F430 gehort der Naturstoffgruppe der Porphinoide an. Dies geht aus den 
Ergebnissen einer Reihe von Einbau-Experimenten rnit I4C-markierten Uroporphy- 
rinogen(II1)-Biosynthesevorlaufern hervor: Zellen von Methanobacterium ther- 
moautotrophicum (Stamm Marburg) bauen sowohl (2,3-I4C)Bernsteinsaure [ 101, wie 
auch (4-14C)6-Aminolavulinsaure [I I] in F430 ein und zwar zu einem Ausmass, das 
acht Vorlaufermolekeln pro Nickel-Aquivalent entspricht. Ferner haben Einbauex- 
perimente mit ~-(Methyl-'~C)methionin sowie ~-(Methyl-~H)methionin [ 121 am glei- 
chen Organismus nachgewiesen, dass in Faktor F430 zwei aus Methionin stammen- 
de Methylgruppen vorkommen. Dies hat zur Hypothese [ 121 eines biosynthetischen 
Zusammenhangs zwischen F430 und Sirohydrochlorin gefuhrt, was zur Tatsache 
passt, dass methanogene Bakterien ebenfalls Corrinoide produzieren [ 131 [ 141. Da 
im Marburger Laboratorium bereits in der Anfangsphase der Untersuchungen die 
Vermutung aufgekommen war [3], dass es sich beim Faktor F430 um den Nickel- 
komplex eines Ligandsystems mit Corrin-ahnlichem Chromophor handeln konnte, 
wurde eine Zusammenarbeit mit dem Ziircher Laboratorium vereinbart rnit dem 
Ziel der Strukturermittlung des Ligandsystems von F430. Im Hinblick darauf ist 
dann vorab die UV./VIS.-spektroskopisch geleitete Suche nach dem F430-Chromo- 
phortyp bei corphinischen und corrinischen Modellverbindungen durchgefiihrt 
worden, iiber deren Resultate die vorstehende Mitteilung [15] orientiert. Die vor- 
liegende Veroffentlichung beschreibt die Untersuchungen am Naturstoff selbst, 
namlich die Strukturermittlung eines MethanoIyseprodukts*) von Faktor F430 (hier 

2, Der Anstoss zu Methanolyseversuchen an Faktor F430 ging von einem Diskussionsbeitrag von Prof. 
B. Frunkanlasslich eines Vortrags von R. K .  Th. an der Universitat Munster (Westfalen) aus. 
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F430M genannt). Nach diesen Ergebnissen steht fest, dass der Faktor aus Methanbak- 
terien die Palette der biologisch funktionellen, porphinischen Naturstoffe sowohl um ei- 
ne neue Kohlenstoffskelett- Variante als auch um einen bisher in der Natur nicht ange- 
troffenen (corphinischen) Chromophortyp bereichert; Faktor F430 ist zudem das erste 
Beispiel eines mit Nickel komplexierten natiirlichen Porphinoids. 

Schema I 

..;N+ 

OH 

a b 

a) Urspriing der C - A t o m  des Uroporphinoid-(Typ III)-Skeletts bei dessen Biosynihese aus acht Molekeln 
6-Aminola~~ulinsaure [ 161; b) Nurnerienrng des C-Skeletls von Uroporphinoiden (Typ I I I )  [17]. 

Grundlage des Strukturermittlungsverfahrens fur F430M ist zum einen die heute 
detailliert bekannte biosynthetische Herkunft der Ligandskelett-C-Atome der Typ 
(111)-uroporphinischen Naturstoffe aus den C-Atomen des Vorlaufers 6-Aminol- 
avulinsaure [ 161 (vgl. Schema I ) ,  zum andern die experimentell entscheidende Tat- 
sache, dass Methanobacterium thermoautotrophicum (Stamm Marburg) mit hoher 
Effizienz (bis zu 70%) die exogenen Vorlaufer 6-Aminolavulinsaure und L-Methio- 
nin biosynthetisch in Faktor F430 einzubauen vermag [l I] [12]. Zm Mittelpunkt unse- 
rer F430M-Strukturermittlung steht eine Serie von funf Biosynthese-Experimenten, in 
welchen die vierjeweils spezifisch an C(2)-, C(3)-, C(4)- und C(S)-m~no-~~C-markierten 
6-Aminolavulinsauren sowie das ~-(Methyl-j~C)methionin in M. thermoautotrophi- 
cum eingebaut und anschliessend die entsprechend markierten F43OM-Proben I3C- 
spektroskopisch analysiert wurden. Aus den funf  so erhaltenen 'jC-NMR.-Partialspek- 
tren ergab sich die Zuordnung samtlicher Ligandskelett-I3C-NMR.-Signale im F430M 
'3C-NMR.-Gesamtspektrum zu den C-Atomen der Biosynthesevorlaufer. Im wesentli- 
chen aus der Summe dieser 13C-NMR.-s~ektroskopischen und biosynthetischen In- 
formation und unter Verwendung der UV./VIS.-syektroskopischen Daten liess sich 
ausgehend von der Arbeitshypothese, dass fur F430 die bislang bekannten Gesetz- 
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massigkeiten der Porphinoid-Biosynthese [ 161 gultig sind, der Konstitutionstyp des 
Chromophorsystems von F430M herleiten. Die Vervollstandigung und besonders 
die konfigurative Erganzung des Strukturbildes hat dann vor allem die Technik der 
lH-NMR.-NOE-Differenzspektroskopie ermoglicht. 

Die als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von F430M verwendeten F430- 
Isolate aus Methanobacteriurn therrnoautotrophicurn (Stamm Marburg) entsprachen 
nach Art der Isolierung (OO, pH 2, 2-3 Std.), Reinigung und Charakterisierung 
fruher beschriebenem Material [5] [IS]. Das auf ein Nickel-Aquivalent bezogene, 
ungefahre Molgewicht eines so gewonnenen Isolats betrug etwa 1500 [19]. Im UV./ 
V1S.-Spektrum solcher Proben lag der Extinktionswert des Absorptionsmaximums 
bei 430 nm jeweils um 23 000 cm-' .1 per Aquivalent Nickel [3] [9] (vgl. Fig. I), ele- 
mentaranalytisch hatten weder Schwefel noch Phosphor nachgewiesen werden kon- 
nen 1191, und in Totalhydrolysaten ( 6 ~  HCI, 100"/12-48 Std.) waren 0,9 f 0 , l  Aqui- 
valente Glutaminsaure und 3 Aquivalente Ammoniak, nebst wechselnden Mengen 
Asparaginsaure (ca .  0,s Aquivalente) und Glycin ( ca .  0,2 Aquivalente) nachweisbar 
gewesen [IS] [19]. Bislang handelt es sich bei solchen Isolaten nicht um einheitliche 
Stoffe. 

2. F430M, ein Methanolyseprodukt von F430. - Innerhalb eines Bereichs von 
relativ milden Methanolysebedingungen (ca .  0 , l ~  p-Toluolsulfonsaure in wasser- 
freiem Methanol, 30-60", 3-24 Std., unter N2) bildet sich aus F430-Isolaten eiri 
diinnschichtchromatographisch leicht erkennbares Methanolyseprodukt, das im 
Unterschied zum Ausgangsmaterial in organischen Losungsmitteln wie Methy- 
lenchlorid, Chloroform und Tetrahydrofuran (aber auch in Wasser) loslich ist. In 
Methylenchlorid gelost ist es gegen Luft stabil. Unter optimierten Bedingungen er- 
hielt man nach mehrfacher chromatographischer Reinigung an NaClO,-impra- 
gnierten Kieselgelplatten in 70-80% Ausbeute ein DC.- sowie IH- und I3C-NMR.- 
spektroskopisch einheitliches Methanolyseprodukt (F430M) als amorphen, gelben 
Festkorper, der trotz wiederholter Versuche mit den verschiedensten Losungsmit- 
teln nicht zu kristallisieren war. Produkt (F430M) und Ausgangsmaterial (F430) zei- 
gen in Wasser, Methanol und Athanol ein beinahe vollig gleiches UV./VIS.-Spek- 
trum (vgl. Fig. I), ebenso in starker Saure (z. B. 2~ wasseriger H2S04), wo die lang- 
wellige Absorptionsbande von 430 nach 380 nm verschoben ist. Auch die CD.-Spek- 
tren in Wasser (vgl. Fig. 2) sind genugend ahnlich, um von der Annahme ausgehen 
zu konnen, dass der Chrornophor von F430 unter den verwendeten Methanolysebedin- 
gungen nicht verandert wird. 

Im 1R.-Spektrum von F430M in CHCl, (vgl. Fig. 3) erkennt man eine intensive 
(und komplexe) Carbonylbande bei 1730 cm-1 nebst einer vie1 schwacheren Bande 
bei 1675 cm-I, ferner NH- und/oder OH-Banden im Bereich von 3200-3700 cm-', 
sowie eine fur das Perchlorat-Anion typische, intensive Bande bei 1090 cm-l. Dass 
die Verbindung ein Perchlorat ist (vgl. auch chromatographische Isolierung), besta- 
tigt das Verhalten von F430M bei der Elektrophorese, wo in Wasser bei pH-Werten 
von sowohl ca. 4, als auch ca. 10 der gelbe Chromophor kationisch wandert. 

Das FAB-Kation-Massen~pektrum~) von F430M zeigt eine dominierende Pik- 
Wir danken Dr. Dudley Williams, Chemical Laboratory, University of Cambridge, f u r  Aufnahme 
und Beurteilung des FAB-Massenspektrums von F430M. Uber die in Cambridge verwendete Metho- 
dik vgl. [20]. 

83 1 

3, 
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gruppe mit Massenzahlen von 973-980 mit intensivstem Signal bei m/z 9754), das 
FD.-Mas~enspektrum~) eine Pikgruppe von m/z 975-980 mit ebenfalls intensivstem 
Signal bei m/z 975. Die Intensitatsverteilung in den beiden Pikgruppen, insbeson- 
dere jene des FD.-Massenspektrums (ugl. Exper. Ted) reflektiert die Tsotopenvertei- 

109' 1.3 'n 430 nm 

1 

0.5 

F430 

I I I I I I I I 

431 nm 

A 274 nm 

F 430 M 

Fig. 1. a) UV./VIS.-Spekiruni des F43O-lsotats in  Wasser (c=0,0412 mg/ml); b) UV./VIS.-Spektrum des 
Methanolyseprodukts F430M in Wasser (c=3,59. 1 0 - 5 ~ )  

4, Als Vergleichstest fur  die Eignung der neuen MS.-Methodik in der Reihe kationischer Nickel(I1)- 
Corrinkomplexe wurde in Cambridge auch das FAB-Kation-MS. von Nickel(II)-l9-Acetyl- 
1,2,2,7,7,12,12,17,17-nonamethyl-corrinat-perchlorat [21] aufgenommen. Das Spektrum zeigt eine 
dominierende (Mf)-Pikgruppe mit Basispik bei m / z  531 (Ber. 5 3 1 P N i )  und korrektem Isotopen- 
muster (vgl. Exper. Teil). 
Fur die Aufnahme und Beurteilung des FD./Massenspektrums von F430M danken wir Dr. H. P. 
Kriernler, Ciba-Geigy AG, Basel. 

5 ,  
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F 430 

F 430M 

Fig. 2. a)  CD.-Spektrum des F430-Isolats in Wasser (c=0,0412 mg/ml); b) CD.-Spektrum des Methanoly- 
seprodukts F430M in Wasser (c=3,59. 1 0 - 5 ~ )  
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Fig. 3.  1R.-Spektrum von F430M it7 CHCIj (ca. 4%) 
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lung des Nickel-Ions. Dieses Isotopenmuster, die Elementarzusammensetzung (vgl. 
unten), das elektrophoretische Verhalten und die Perchloratbande im 1R.-Spektrum 
stehen dafiir, dass F430M das Perchlorat einespositivgeladenen und- wie die NMR.- 
Spektren zeigen - diamagnetischen Nickel(II)-Komplex-Ions ist. 

3. '3C-NMR.-spektroskopische Konstitutionsanalyse von F430M. - Das breit- 
band-IH-entkoppelte '3C-NMR.-Spektrum von F430M (vgl. Fig. 4 )  in CD,Cl, ent- 
halt 43 Signale, die aufgrund der Integration im ((inverse gated)) Spektrum6) 47 C- 
Atomen entsprechen. Davon gehoren gemass der im ((off-resonance))-entkoppelten 
Spektrum beobachteten Multiplizitaten der I3C-Signale 7 C-Atome zu Methylgrup- 
pen, 14 zu Methylengruppen, 9 zu Methingruppen, und 17 C-Atome sind quaternar. 
Somit sind insgesamt 58 H-Atome aus dem l3C-NMR.-Spektrum indirekt zu erken- 
nen. Durch Integration direkt erfassbar sind im IH-NMR.-Spektrum von F430M in 
CD,Cl, insgesamt 61 k ca. 2 H-Atome, wovon deren drei (aufgrund der Konzentra- 
tionsabhangigkeit der chemischen Verschiebung von drei Signalen zu je 1 H) an 
Heteroatome gebunden sind. Unterstellt man die Anwesenheit von vier porphinoi- 
den Skelett-N-Atomen und zieht man die im IH-NMR.-Spektrum klar erkennbaren 
5 Methoxycarbonylgruppen (10 Ester-O-Atome) in Rechnung, so erfordert das von 
den beiden Massenspektren nahegelegte Ionengewicht von 975 noch zusatzlich 
insgesamt drei 0- und zwei N-Atome, was einer Elementarzusammensetzung 
C,,H61N,Ni0,, . ClO, fur F430M entspricht. Die fur diese Bruttoformel aufgrund des 
bisher Gesagten noch bestehenden Unsicherheiten (Fehlergrenze der ' H-Integra- 
tion, [Mk HI-Basispike in den Massenspektren) werden durch die unten ausfiihrlich 
dargelegten Detailanalysen der 'H- und I3C-NMR.-Spektren behoben. 

Figur 4a zeigt das breitband-1 H-entkoppelte Gesamt-I3C-NMR.-Spektrurn von 
F430M mit natiirlicher Isotopenhaufigkeit in CD,Cl, und ihm gegeniibergestellt die 
breitband-entkoppelten Partial-I3C-NMR.- Spektren 4b-4f von F430M-Proben, die 
aus den biosynthetischen Einbauexperimenten stammen, in welchen die fiinf spezi- 
fisch "C-monomarkierten Verbindungen ~-(Methyl-I~C)methionin, (2-I3C)-, (3-  
13C)-, (4-I3C)- und (5-'3C)-6-Aminolavulinsaure unter friiher beschriebenen Be- 
dingungen [l  I ]  1121 in Methanobacterium thermoautotrophicum (Stamm Marburg) 
eingebaut wurden. Die I3C-Anreicherung in den funf zur spektroskopischen 
Untersuchung gelangten F430M-Proben liegt im Bereich von ca. 30 bis ca. 60%. 

Partialspektrum 4b bestatigt das aus friiheren Einbauversuchen mit  me methyl- 
14C)methionin und ~-(Methyl-~H)methionin in M .  thermoautotrophicum gewonnene 
Ergebnis, dass im F430 zwei aus Methionin stammende Methylgruppen vorkom- 
men. Der friiher aus Einbauversuchen mit (2,3-I4C)Bernsteinsaure [ 101 und (4- 
I4C)ALA7) [l I ]  abgeleitete Einbau von insgesamt 8 ALA-Einheiten in F430 findet 
sich in den Partialspektren 4c-4f ebenfalls bestatigt, wobei hier zugleich auch klar 
wird, dass wahrend des Einbaus keines der fiinf ALA-C-Atome verlorengeht 

6) Die durch NOE und unterschiedliche Relaxationszeiten bedingte Verfalschung der Signalintensita- 
ten wird durch Einfiihrung eines ((pulse delays)) (ca. 5 x TI)  rnit ausgeschaltetem Entkoppler vermie- 
den [22]. 

7)  ALA = &Amino-lavulinsaure. 
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Fig. 4.  a) 'H-breiibandenikoppelies 13C-NMR.-Spektrum (75 MHz) von F430M mii naiiirlicher I3GHiiu- 
,figkeit (in CD2C12, C = o , I s M ,  Pulswinkel=45", relaxation delay 0,3 Sek., spektrale Breite 18000 Hz in 
16K, Linienverbreiterung 0,5 Hz, 26000 scans); b-f) 'H-breitbandentkoppelte 'jC-NMR.-Spektren (75 
MHr) von biosynthetisch durch Einbau yon spezifsch mono-13C-markieriem Vorlaufer erhaltenen F430M- 
Proben (Vorlaufer vgl. Formeln in der Figur) (c= 0,021~1, Aufnahmebedingungen wie a), 5000-80000 

scans). Zahlenwerte samtlicher I3C-Spektren: vgl. Tabelle. 
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173,6 s 
173,5 s 
173,4 s 
173,l s 
172.6 s (2C)c) 
1?2,3 s 
171,7 s 

Tabelle. I3C-NMR.-Daten pun F430M in CD2C12 (vgl. Formelbild 1A) 

45,2 d 18 0 
3 0 
7' 0 

42,l t 21 0 
121 0 

38,7 t 17' 0 
5 a 

-coo- 44,3 d 
-CON< A 

14 (16) 
43,8 1 
3937 1 
36,l t 

(beziiglich C( 1) vgl. unten), und keine merkliche konstitutionelle Vermischung der 
I3C-Markierung vor dem Einbau stattfindet. 

Unterstellt man, dass die Biosynthese von F430 aus ALA dem bisher bei allen 
natiirlichen Porphinoiden als gultig befundenen Biosyntheseweg [ 161 uber Porpho- 
bilinogen und Uroporphyrinogen (Typ 111) folgt, so lasst sich aus der Summe der in 
den Figuren 4a-4' illustrierten 13C-spektroskopischen Information der Konstitu- 
tionstyp von F430M herleiten. Von der Peripherie zum Zentrum des Ligandsystems 
vorruckend, lauft die Argumentation wie folgt : 
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Struktur A 

ex (2-"C)ALA (vgl. '3C-NMR.-Spektrum 4c) 

Die sieben Signale des '3C-Partialspektrums der ex-(2-13C-ALA)Probe (vgl. 
Struktur A und Spektrum 4c) stehen nach Multiplizitat und chemischer Verschie- 
bung fur acht gesattigte Methylen-C-Atome (Signal bei 32,7 ppm integriert fur 2 C- 
Atome und entspricht im Gesamtspektrum 4a den zwei aufgelosten CH,-Signalen 
bei 32,6 und 32,8 ppm*)). Acht aus dem C(2) von ALA stammende, gesuttigte CH,- 
Gruppen in F430M implizieren, dass auch samtliche acht C( 1)-Atome von ALA in 
F430M vorhanden sind. Die zugehorigen acht 13C-Signale sind im Gesamtspektrum 
4a leicht lokalisierbar (vgl. auch unten): Alle sind Singulette mit chemischen Ver- 
schiebungen in einem Bereich (171,7 bis 194,6 ppm), der fur Signale der sp2-C- 
Atome von carbonylischen Gruppen charakteristisch ist9). Von diesen acht poten- 
tiellen Carboxylfunktionen ex-C( 1) von ALA liegen deren funf in F430M als Metho- 
xycarbonylgruppen vor, wie die Signale von insgesamt funf CH,O-C-Atomen im 
Bereiche 52,O bis 52,5 ppm'O) im '3C-Gesamtspektrum anzeigen; diese Signale sind 
nebst den (ex-C( 1))-C-Signalen die einzigen, die nur im Gesamtspektrum und in kei- 
nem der funf 13C-Partialspektren auftreten. Die Bruttoformel weist zweien der drei 
verbleibenden Carboxylfunktionen die Form einer Amid- bzw. Lactamgruppe (mit 
insgesamt 3 NH) zu"), fur das letzte der acht (potentiellen) Carboxyl-C-Atome steht 
jedoch nebst dem Carbonyl-0-Atom kein weiteres Heteroatom als Bindungspartner 
mehr zur Verfiigung (weiteres daruber vgl. unten). 

Zum Nachweis der uroporphinoiden Seitenketten fehlen noch die Signale der 
vier C@)-Atome der Propionsaurereste ; diese Signale finden sich im Partialspek- 
trum 4d der ex-(3-I3C-ALA)Probe (vgl. Struktur B) als vier CH,-Signale im Bereiche 
von 20,l bis 29,8 ppm. F430M weist die vollstandige Serie der uroporphinoiden Pro- 
pionsaure- und Essigsaure-Ketten (-CH,CH,CO-) und (-CH,CO-) auf 

8, Die vor allern in den Partialspektren 4c und 4d beobachteten, gegeniiber dern Gesamtspektrum 4a 
leicht unterschiedlichen Signallagen und Signalbreiten durften auf die urn einen Faktor von 10-30 
geringere Messkonzentration bei den Partialspektren zuriickzufuhren sein. 
Das Signal bei 172,6 ppm fallt gemass Integration6) mit dem (spZ-C)-Signal eines ex{S-13C)ALA-C- 
Atoms zusammen. 

9, 

lo)  
I I )  

Drei Signale, das rnittlere unter ihnen nach Integration6) drei (CH30)-C-Atomen entsprechend. 
Die an sich denkbare Variante Arnidingruppe/Lactongruppe entfallt aufgrund der chemischen Ver- 
schiebung des 13C-Signals von C(6) und der lH-NMR.-NOE-differenzspektroskopischen Beobach- 
tungen (vgl. unten). 

30 
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Struktur B 
I 

31/ f 

ex-(3-13C)ALA (vgl. 13C-NMR.-Spekrrum 4 4  

Die zweite Vierergruppe der Signale des Partialspektrums 4d entspricht den 
Makroring-C-Atomen C(2), C(7), C( 12) und C(18) (vgl. Struktur B) ex-(3-I3C)ALA; 
ihre chemische Verschiebung und ((off-resonance)) Multiplizitat informieren uber 
den Oxydationszustand der Ligandperipherie im Bereiche der Funfringe. Spektrum 
4d zeigt nebst der bereits erwahnten Vierergruppe von gesattigten CH,-Signalen 
zwei bei 45,5 ppm zusammenfallende Signale von Methin-sp3-C-Atomen (im Ge- 
samtspektrum aufgelost bei 45,2 und 45,5 ppm8)) sowie zwei Singulette bei 50,4 und 
55,l ppm, die zwei gesattigten und vierfach substituierten C-Atomen zugehoren. 
Die unten dargelegte l  H-NMR.-NOE-Differenzspektroskopie von F430M wird zei- 
gen, dass es die im Ring A und B liegenden C-Atome C(2) und C(7) sind, welche 
kein H-Atom tragen, und dass an diesen beiden C-Atomen (wie beim Sirohydro- 
chlorin) die aus Methionin stammenden Methylgruppen sitzen. 

Die verbleibenden vier Ligandperipherie-C-Atome C(3), C(8), C( 13) und C( 17) 
werden durch den (4-13C)ALA-Einbau erfasst (vgl. Struktur C ) :  alle vier sind gesat- 
tigte Methin-C-Atome, deren Signale in der insgesamt fiinf Signale umfassenden 
Signalgruppe zwischen 43,8 bis 63,5 ppm liegen. Die Fiinfring-Peripherie desporphi- 
noiden Ligandsystems von F430M besteht somit durchgehend aus tetraedrisch substi- 
tuierten C-Atomen. 

Struktur C 

e.x-(4-I3C)ALA (vgl. I3C-NMR.-Spektru~n 4e)  

Das Partialspektrum 4e (vgl. Struktur C )  weist zusatzlich zur bereits erwahnten 
Gruppe von Hochfeld-CH-Signalen zwei Tieffeld-Singulette bei 169,5 und I88,7 
ppm, sowie ein Mittelfeld-Singulett bei 9 1,6 ppm auf. Die chemischen Verschiebun- 
gen der beiden erstgenannten Signale liegen bei zu extremen Tieffeldwerten, um 
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sp2-C-Atomen ohne zusatzliche Heteroatom-Substitution zu entsprechen. Sie geho- 
ren deshalb zu jener Vierergruppe von C-Atomen, die gleichzeitig noch ein 
Ligand-N-Atom tragen (C( l), C(6), C( 1 1) und C( 19)). Dieser inneren Gruppe von 
N-tragenden C-Atomen ebenfalls zuzuordnen sind das Mittelfeld-Singulett bei 9 1,6 
ppm, sowie das in der Hochfeldgruppe liegende CH-Signal bei 63,5 ppm. Das Mit- 
telfeldsignal liegt nach allen zur Verfugung stehenden Modelldaten bei zu hohem 
Feld, um von einem sp2-hybridisierten ex-C(4)-C-Atom zu stammen. Die weitere 
Analyse (vgl. unten) wird diesem Mittelfeldsignal ein tetraedrisches C-Atom mit 
zweifacher N-Substitution zuordnen. Hier halten wir fest, dass von der Gruppe der 
vier ex-C(4)- ((Chromophor-C-Atome)) C( l), C(6), C(11) und C( 19) nur deren zwei 
sp2-C-Atome sind. 

Keines der acht Signale des Partialspektrums 4e zeigt Anzeichen einer I3C,I3C- 
Kopplung, die auf direkte Nachbarschaft von zwei markierten C-Atomen hinwei- 
sen wiirde. Damit entfiillt fur F430M die Moglichkeit einer Direktverknupfung der 
Ringe A und D ,  wie sie im Ligandsystem der naturlichen Corrinoide vorkommt. Dies 
geht mit dem '3C-NMR.-spektroskopischen Befund einher, dass samtliche C-Atome 
des Uroporphorinogen-Skeletts in F430M anwesend sind. 

Struktur D 

ex-(5-'3C)ALA (vgl. i3C-NMR.-Spektrum 4f) 

Der mit dem Partialspektrum 4e gewonnene Teileinblick in den zentralen Chro- 
mophorbereich wird durch die Information aus dem Einbau von (5-I3C)ALA ent- 
scheidend erweitert (vgl. Struktur D). Vorab enthalt das Partialspektrum 4f insge- 
samt acht Signale; zwei davon, namlich jene bei 176,9 und 176,7 ppm im Gesamt- 
spektrum, sind im Partialspektrum uberlagert. Im besonderen treten nun hier die 
aus den Battersby'schen Arbeiten [ 16a] bekannten, fur Typ-111-Uroporphinoide aus 
(5-I3C)ALA charakteristischen 13C,'3C-Kopplungsmuster benachbart liegender, 
markierter C-Atome auf. Diese Kopplungen sind aus dem in Figur 5 gespreizt 
wiedergegebenen I3C-NMR.-Partia1spektrum ersichtlich. Dieses breitband-'H-ent- 
koppelte Partialspektrum zeigt ein '3C-ungekoppeltes Singulett bei 28,2 ppm, ferner 
die 13C,13C-gekoppelten Signale eines Paars benachbarter I3C-Atome als DubletteI2) 

12) Die Signale in Fig. 5 haben durch den Umstand, dass der Markierungsgrad der Probe nur ca. 50% 
betragt, ein komplexeres Erscheinungsbild. Ein mit einem henachbarten I3C-Kern gekoppeltes C- 
Atom erscheint als Uberlagerung eines Singuletts und Dubletts, was ein scheinbares Triplett ergibt 
(Linienintensitat ca. 1 :2:1), Das verbreiterte scheinbare Quintuplett um 109,6 ppm setzt sich aus ei- 
nem Singulett, zwei Dubletts und einem Dublett x Dublett zusammen und ist dem mit zwei Nach- 
barn gekoppelten C-Atom zuzuordnen. 
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bei 36,O und 65,5 ppm (J=36 Hz), ein weiteres DublettenpaarI2) bei 98,3 und 176,5 
ppm (J= 64 Hz) und schliesslich die drei Signalgruppen von drei benachbarten I3C- 
Atomen, namlich ein dublettiertes Dublettl,) bei 109,6 ppm (J= 59 und 70 Hz), so- 
wie zwei Dublette',) bei 172,5 (J=59 Hz) bzw. 176,9 (J=70 Hz) ppm. Das Kopp- 
lungsmuster schliesst die Uroporphinoid-Geriiste Typ I und I1 ausi3), allerdings 
nicht Typ IV; dieser ist jedoch (von seiner geringen biosynthetischen Plausibilitat 
ganz abgesehen) mit zahlreichen Befunden der 'H-NMR.-NOE-Differenzspektro- 
skopie von F430M (vgl. unten) nicht vereinbar. 

Das ungekoppelte I3C-Signal bei 28,2 ppm (Fig. 5) gehort im Uroporphinoid 
(Typ 111)-Ceriist dem C-Atom C(20), nach chemischer Verschiebung und (Trip1ett)- 
Multiplizitat des Signals im ((off-resonance)) Spektrum ist C(20) in F430M ein CH,- 

C(16oder 14) 

(75) C(20) 
J= 70 Hz h I 

II I I I I I I 
1769 1765 1725 1096 98 3 65 5 36 0 282 ppm 

Fig. 5. 'H-hreitbundentkoppeltes 13C-NMR.-Spektnrrn von F430M ex-(5-'-'C)ALA in CD2C12 (Spektnrm 4f 
gespreizt, 80000 scans) 

13) Die Strukturen E-H illustrieren die fur Uroporphinoid-Skelette der Fischer'schen Typen I-IV [23] 
bei einer Biosynthese aus spezifisch monomarkiertem (5-I3C)ALA zu erwartenden Verteilungen 
der I3C-Markierung. 

E 
TYP I 

F 
TYP 11 

A AQ: P P 

G 
Typ 111 

P A 
I I 

P 

P 

I I 
P A 

H 
TYP IV 
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meso-sp3-C-Atom. Dieses Signal ist das erste unter samtlichen bisher besprochenen 
I3C-Signalen, bei welchem eine Absolutzuordnung zu einem ganz bestimmten C- 
Atom im Ligandskelett moglich ist (vgl. Struktur D). Den zweiten Fall dieser Art 
stellt das Signal des rneso-C-Atoms C(15) bei 109,6 ppm dar, dessen 13C,13C-Kopp- 
lungsbild (Fig. 5) als Folge der Stellung von C(15) zwischen zwei markierten Nach- 
barn einzigartig ist. Sowohl C( 1 9 ,  wie auch die beiden markierten Nachbarn C( 14) 
und C( 16) sind sp2-C-Atome (chemische Verschiebung). Eines der beiden gekoppel- 
ten Signalpaare steht ebenfalls fur zwei benachbarte sp2-C-Atome; davon entspricht 
das Signal bei hoherem Feld (98,3 ppm) einem der beiden meso-C-Atome C(10) 
oder C(5), und das Tieffeld-Signal (176,5 ppm) einem der N-tragenden C-Atome 
C(9) oder C(4). Das verbleibende der beiden i3C,i3C-koppelnden Signalpaare steht 
nach chemischer Verschiebung, i3C,13C-Kopplungskonstante und Multiplizitat im 
coff-resonance)+Gesamtspektrum (Triplett bei 36,1 ppm, Dublett bei 65,5 ppm) fur 
ein sp3-C-Atom-Paar NCH-CH,; es handelt sich entweder um das Paar C(4), C(5), 
oder dann C(9), C( 10). Die Entscheidung hieriiber bringt das UV./VZS.-Spektrum von 
F430M, welches unter Zuhilfenahme der in der vorstehenden Arbeit beschriebenen, 
am Modellsystem gewonnenen Kenntnisse [ 1 5y4) eine Aussage uber die Ausdeh- 
nung des Chromophorbezirks machen lasst. Danach hat sich der Chromophor von 
F430M uber drei (und nicht vier) Ligand-N-Zentren zu erstrecken, wobei das Dop- 
pelbindungssystem auf Atome des zentralen Makrorings beschrankt sein muss (alle 
C-Atome der Funfring-Peripherie sind gesattigt, vgl. oben). Da nun der Bereich der 
drei C-Atome mit dem (absolut zugeordneten) meso-C-Atom C( 15) ungesattigt ist 
und das (ebenfalls absolut zugeordnete) meso-C-Atom C(20) gesattigt, muss das Si- 
gnal des zweiten ungesattigten meso-C-Atoms (98,3 ppm) der Stellung c (  10) zwi- 
schen den Ringen B und C gehoren, und das vom Partialspektrum 4fgeforderte Paar 
von gesir'ttigten (NCH-CH,)-C-Atomen muss das Paar C(4), C(5) sein. Indem das 
UV./VIS.-Spektrum keine Unterbrechung des Doppelbindungssystems zwischen 
C(9) und C(16) zulasst, muss auch C(11) im Chromophorbereich liegen; damit ist ei- 
nes der beiden bisher nicht erklarten Tieffeldsignale des Partialspektrums 4e zuge- 
ordnet. Fur das zweite Tieffeldsignal jenes Spektrums kamen nun an sich noch C( l), 
C(6) und C(19) (vgl. Struktur C) in Frage; die beiden letztgenannten Moglichkeiten 
entfallen jedoch aus chemischen Grunden (vgl. unten). Damit gehort das zweite 
Tieffeldsignal des Partialspektrums 4e dem C-Atom C( I), und Ring A tragt eine von 

14) Die Strukturen I, J und K zeigen die hier als UV./VIS.-Modellsysteme massgebenden Chromophor- 
typen. u b e r  deren UV./VIS.-Spektren vgl. (151. 

I J K 
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C( 1) ausgehende, isolierte (C = N)-DoppelbindungI5). Somit gibt es in F430Mfinf 
Chromophordoppelbindungen, und diese sind im zentralen Makroring im Sinne der 
Struktur L angeordnet. Daruber hinaus kommen - von den acht endstandigen Acyl- 
funktionen abgesehen - keine weiteren Mehrfachbindungen vor (vgl. Schema 2 ) .  

Der (taus chemischen Griinden)) vorgenommene Ausschluss der zu L alternati- 
ven Chromophortypen M und N beruht auf der corrinchemischen Erfahrung [25], 
dass derartige nicht-vinarnidinischel6), linearkonjugierte Polyketimin-Doppel- 
bindungssysteme (zweifellos als Folge hoher Elektrophilie) ausser in stark saurem 
Milieu nicht stabil sind, sondern als enaminische Tautomere existieren (vgl. z. B. 
[27]). So musste ein Chromophor des Typs N z. B. als das enaminische Tautomer 0 
vorliegen, weil mit dessen Bildung aus N eine zweifellos hohe konjugative Stabili- 
sierung einhergehen wurde (corrinische Chromophorkonjugation !). Oben erwahnte 
13C-spektroskopische Daten verbieten Doppelbindungen an C(5) und C(20) (eben- 
so an samtlichen C-Atomen der Funfring-Peripherie), womit alle Enaminisierungs- 
moglichkeiten fur M und N, und damit auch diese formal moglichen Chromophor- 
varianten entfallen. 

Schema 2. Konstitution des F43OM-Chromophors mit Zuordnung der '3C-SignaZe (GWerte in ppm ent- 
sprechen jenen des Gesamtspektrums 4a; GWerte f u r  C(16) und C(14) sind eventuell zu vertauschen) 

36.1 
65.5 4 5 6 92.3 

188.9 
20.L 

63.7 

-N ID M \ 

9 176.7 
H 10 98.1 

11 169.2 
20 

176.8 16 15 14 172.6 

109.6 
L a a  / N- 

/ " ' 
N 0 

I s )  Von den beiden Tieffeldsignalen des Partialspektrums 4e muss das Singulett bei 188,7 ppm dem C- 
Atom C(1) gehoren, es liegt deutlich tiefer als die Signale entsprechender C-Atome innerhalb des 
Chromophorbereichs. Diese Tieffeldlage ist fur isolierte (komplexierte) (C = N)-Doppelbindungen 
charakteristisch, wie mehrere Modell-Nickel(I1)-Komplexe [15], sowie Cobalt(II1)-Corrinkomplexe 
mit unterbrochenem Chromophor 1241 zeigen. 
c<Vinamidin), = 3-Irnino-l-propenylarnin, Strukturelement eines winylogen Amidins)) ; vgl. [26]. 16) 
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Die eingangs begriindete (und durch die bisherige 13C-NMR.-Analyse gestutzte) 
Bruttoformel fur F430M verlangt eine Doppelbindungs/Ringzahl-Summe von 20. 
Nebst den 13 Doppelbindungen C = C  und C = O  miissten demnach insgesamt 
sieben Ringe vorkommen, d. h. die Komplettierung der partiellen Struktur L zur vol- 
len Struktur von F430M erfordert zwei zusatzliche Ringe. Diese Forderung trifft 
sich mit der 13C-NMR.-spektroskopisch erkennbaren Existenz von zwei bisher un- 
besetzten Substitutionsstellen am zentralen Makroring : Das absolut zugeordnete 
109,6 ppm-Signal des Meso-C-Atoms C( 15) (Partialspektrum 4f3 ist im Gegensatz 
zum Signal des C( 10)-Meso-C-Atoms (dbei 98,3 ppm) im ((off-resonance,) Gesamt- 
spektrum ein Singulett, diese meso-Stellung tragt demnach einen zusatzlichen Sub- 
stituenten. Dieser ist gemass chemischer Verschiebung des C( I5)-Signals nicht uber 
ein Heteroatom mit C( 15) verkniipft. Die zweite freie Substitutionsstelle zeigt das 
Mittelfeld-Singulett bei 91,6 ppm im Partialspektrum 4e an; hier handelt es sich ent- 
weder um C(6) oder C(19) am zentralen Makroring. Die chemische Verschiebung 
des Signals passt fur einen zusatzlichen Heteroatomsubstituenten. 

Fur die Herleitung des Konstitutionstyps der zwei Zusatzringe ist der friiher 
erwahnte Befund wichtig, dass nur funf der insgesamt acht endstandigen sp2-C- 
Atome in den Seitenketten einer Methoxycarbonylgruppe angehoren und den restli- 
chen drei als Heteroatom-Bindungspartner insgesamt drei 0- und zwei N-Atome 
(mit insgesamt 3 H) zur Verfiigung stehen. Nach diesen Kriterien, sowie in Beriick- 
sichtigung von Art und konstitutioneller Umgebung der unbesetzten Zentralringpo- 
sitionen ist der eine Zusatzring ein Lactamringl7)I') und der andere ein Carbocyclus, 
welcher einer intramolekularen Acylierung der Mesostellung C( 15) durch einen der 
Propionsaurereste der Ringe C oder D entspricht. Fur das zugehorige Carbonyl-C- 
Atom findet sich im 13C-NMR.-Gesamtspektrum das erforderliche Signal bei 194,6 
ppm, und zwar als ein deutlich von der Gruppe der Ester- bzw. Amid-Carbonyl- 
signale nach tieferem Feld verschobenes Einzelsignal in einem Bereich der chemi- 
schen Verschiebung, der fur Carbonyl-C- Atome a,p-ungesattigter Ketone charakte- 
ristisch ist. Dass die aus chemischen Be~eggriindenl~) aufgekommene Vermutung 
zutrifft, wonach der Lactam-Zusatzring an C(6) im Ring B (und nicht an C( 19) im 
Ring D) liegen soll, hat erst die IH-NMR.-NOE-Differenzspektroskopie gezeigt 
(vgl. unten). Diese hat die noch unterzubringende, primare Saureamidfunktion in 
die Essigsaureseitenkette des Ringes A verlegt und auch nachgewiesen, dass der car- 
bocyclische Zusatzring zur meso-Stellung C( 15) die Propionsaurekette des Ringes D 
betrifft. 

Die Formel 1 zeigt das bis hierhin abgeleitete, vollstandige Konstitutionsbild von 
F430M. Diese Konstitutionszuordnung entspringt grosstenteils der 13C-NMR.- 
spektroskopischen Information, welche sich aus dem biosynthetischen Einbau der 
funf spezifisch I3C-markierten Biosynthesevorlaufer von F430 ergeben hat. Die 
durch Strichelung markierten Bezirke der Formel geben an, welche Teile des Kon- 
stitutionsbildes vorgreifend aus Ergebnissen der nachstehend erlauterten 'H- 
NMR.-NOE-Differenzspektroskopie stammen: Es sind dies die Entscheidung dar- 
uber, welche beiden der vier Funfringe C-methyliert sind, welche beiden der acht 

17) Vgl. Struktur und Bildungsweise der sogenannten ccgelben Corrinoide)) [24]. In diesen zeigen Lac- 
tamring-tragende C(6)-C-Atome I3C-Singulette urn 90 ppm. 
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COOCH3 

1 

Carboxylfunktionen in Amid- bzw. Lactamform vorliegen und schliesslich, welche 
der beiden Propionsaureketten der Ringe C und D den carbocyclischen Zusatzring 
bilden. 

4. 'H-NMR.-spektroskopische Konstitutions- und Konfigurationsanalyse von 
F430M. - Bei der Auswertung des komplexen 'H-NMR.-Spektrums von F430M fie1 
neueren, insbesondere von Hall & Sanders [28] propagierten Techniken der NMR.- 
Spektroskopie eine entscheidende Rolle zu; es sind dies die Analyse von ((partially 
relaxed>) NMR.-Spektren [28], die Entkopplungs-Differenzspektroskopiel*) [28] 
und vor allem die NOE-Differenzspektr~skopiel~) [28] [29]. 

Im 300-MHz-IH--NMR.-Spektrum von F430M in CD,Cl, (vgl. Fig. 6a) sind auf 
Anhieb bei 1 , l l  und 1,20 ppm die Methylsingulette der beiden (von Methionin 
stammenden) C-Methylgruppen sowie die Methylsingulette der funf Methoxycar- 
bonylgruppen20) um 3,6 bis 3,7 ppm zu erkennen. Oberhalb 4 ppm finden sich nebst 
dem H-C(1O)-Singulett bei 5,72 ppm drei weitere Signale (je 1 H), deren Signallage 
und Konzentrationsabhangigkeit der chemischen Verschiebung (Abwanderung 
nach hoherem Feld bei Verdunnen der Messlosung) und Signalform auf eine prima- 
re Amidfunktion (zwei verbreiterte Singulette bei 5,68 und 6,44 ppm) und eine se- 
kundare Lactamfunktion (relativ scharfes Signal bei 7,18 ppm) hindeuten. Diese 
Zuordnung wird durch die Beobachtung eines ((saturation transfers)) zwischen den 
beiden verbreiterten Signalen gestutzt2'). Hinzu kommt in diesem Spektralbereich 

18) 
19) NOE: Nuclear Overhauser Effect. 
20) 
2 1 )  

Differenz zwischen entkoppelten und nicht-entkoppelten Spektren. 

E k e s  der Signale besitzt gemass Integration doppelte Intensitat. 
Bei Zugabe von Deuteriomethanol oder DzO zur Messlosung beobachtete man starke Verbreite- 
rung und Verschiebung der IH-NMR.-Signale, was wohl auf Paramagnetismus infolge zusatzlicher 
Koordination der nukleophilen Zutaten an Nickel zuriickzufuhren ist. Deshalb entfielen Deuterie- 
rungsexperimente. Die beobachtete Sattigungsiibertragung ist als Indiz fur das Vorliegen einer 
primaren Amidfunktion (Rotation um die NHz-CO-Bindung) deshalb stichhaltig, weil der Wasser- 
gehalt der Messlosung extrem tief ist (vgl. Exper. Teil). Uber Signallage und Signalform von Amid- 
und Lactamgruppen in ahnlichen Systemen vgl. die Literatur iiber ccgelbe Corrine)) [24], insbeson- 
dere die Figuren in [24b]. 
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das alleinstehende, triplettoide Signal bei 4,48 ppm, das durch selektive { I  H]J3C-Ent- 
kopplung eindeutig als Signal des Protons am C-Atom C(4) identijiziert ist. Diese Zu- 
ordnung bildet die Ausgangsbasis fur die vollstandige Konstitutions- und Konfigu- 
rationszuordnung im Bereich der Ringe A und B durch Entkopplungsexperimente 
und NOE-Differenzspektroskopie. Als Bezugspunkt fur die Konfigurationszuord- 
nung unterstellen wir (vorlaufig willkiirlich) die a-Lage von H-C(4). 

Konventionelle {'H}-' H-Doppelresonanz weist eine Kopplung von HgC(4) rnit 
dem Proton eines Tripletts bei 1,53 ppm (J= 13 Hz) nach. Dieses Nachbarproton 
von HBC(4) besitzt nur einen weiteren Kopplungspartner, namlich das Proton ei- 
nes Dubletts bei 1,87 ppm ( J =  13 Hz). Die Signale bei 1,53 und 1,87 ppm bilden den 
AB-Teil eines ABX-Systems (JAB= 13, JAx= 13, JBx=O) und sind den Methenproto- 
nen an C(5) zuzuordnen. Das 1,53-ppm-Triplett kann nicht H-C(3) zugehoren, da 
das Signal des Kopplungspartners bei 1,87 ppm ein Dublett ist22). Die weiteren 
Kopplungspartner von HgC(4) lassen sich nur mittels Entkopplungs-Differenz- 
spektroskopie auffinden : Unter einem komplexen Signalhaufen verborgen ein Mul- 
tiplett bei 2,68 ppm, das mit dem Signal von HgC(4) mit 12 Hz koppelt und dem- 
nach das Signal des Nachbarprotons H-C(3) darstellt, ferner ein rnit HgC(4) nur 
schwach ( J =  1 Hz) gekoppeltes verbreitertes, dublettiertes Dublett bei 3,12 ppm 
(die spatere Analyse wird diese Kopplung als Fernkopplung von HgC(4) rnit der 
Methylengruppe an C(20) identifizieren) (vgl. Fig. 6b)23). Im NOE-Differenzspek- 
trum, das beim Einstrahlen in HgC(4) erhalten wurde (vgl. Fig. 7B), treten als inten- 
sive Signale das H-C(3)-Multiplett bei 2,68 ppm und das Lactam-(NH)-Signal bei 
7,18 ppm auf, und deutlich schwacher eines der H-C(5)-Signale, namlich das 
Dublett bei 1,87 ~ p m ~ ~ ) .  Der starke NOE von H-C(4) auf das Lactam-NH-Proton 
verlangt, dass der Lactamring an C(6) (und nicht an C(19)) gebunden und beziiglich H- 
C(4) cis-standig vorliegt; das intensive NOE-Differenzsignal von H-C(3) belegt die cis- 
Anordnung der H-Atome H-C(3) und H-C(4). 

AN Konsequenz der (quasfdiaxialen) cis-Anordnung von Lactamring und H- 
C(4) liegen das Ha-C(5) quasi-axial und das H,C(5) quasi-aquatorial am zentralen 
Makroring ; hieraus folgt die Zuordnung des 1,53-pprn-Tripletts (trans-Kopplung 
13 Hz) zu H,C(5) und jene des 1,87-ppm-Dubletts ( J =  0 Hz) zu HgC(5). Selektive 
Einstrahlung auf das Methylsingulett bei 1,20 ppm erzeugt einen intensiven NOE 
auf das H,-C(S)-Triplett bei 1,53 ppm (Fig. 7C); dasselbe Triplett erfahrt einen 
(schwacheren) NOE bei Einstrahlung in das Methylsignal bei 1,11 ppm (Fig. 70). 
Diese NOE beweisen, dass die beiden aus Methionin stammenden Methylgruppen 
nicht an den C-Atomen C(12) und C(18), sondern im Bereich der Ringe A und B an den 
C-Atomen C(2) und C(7) sitzen (vgl. Diskussion des Partialspektrums 4d und Struktur 

Das I,87-ppm-Proton miisste in diesem Fall ein H-C(3I) sein, und dieses kann nicht als Dublett 
auftreten. 
Das d x  d-Signal bei 3,12 ppm ist von einem quartettoiden Multiplett (H-C(12) vgl. unten) iiber- 
lagert; die beiden Signale konnen in den apartially relaxed)) Spektren getrennt voneinander beob- 
achtet werden. 
Das NOE-Spektrum zeigt ein INDOR-Signal (vgl. Exper. Teio im Bereich des Signals des zweiten 
C(S)-Protons. Aufgrund ihrer Form, chemischen Verschiebung und NOE-Korrelation mit der 
Methylgruppe an C(2) (vgl. unten) sind die restlichen schwacheren NOE-Signale bei 1,57 und 2,25 
ppm (Fig. 7D) den Protonen an C(32) und C(3I) zuzuordnen. 
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B). Die Methylgruppe des Singuletts bei 1,ll ppm ist durch einen NOE rnit beiden 
Protonen der Methylengruppe an C(20) verknupft und liegt deshalb an C(2) (Fig. 
70). Das H-C(20)-Signal bei 3,12 ppm ist als solches identifiziert durch selektive 
{1H}-'3C-Entkopplung und die bereits erwahnte Fernkopplung rnit dem H-C(4)-Si- 
gnal. Dies ist durch die Signalstruktur der Protonen an C(20) bestatigt: Zwei Signale 
bei 2,98 (Dublett) und 3,12 ppm (Dublett x D~blet t ) ,~)  bilden rnit einem triplet- 
toiden Signal bei 3,53 ppm ein ABX-System (JAB= 18, JAx< I ,  JBx=9 Hz). Die 18- 
Hz-Geminalkopplung verknupft die beiden Protonen an C(20), und die 9-Hz-Kopp- 
lung fuhrt zum H-C( 19), auf dessen chemische Verschiebung noch zuruckzukom- 
men sein wird. 

Die beiden Methylgruppen an C(2) und C(7) liegen auf der a-Seite des Makrorin- 
ges. Fur die Methylgruppe im Ring A folgt dies aus dem bereits erwahnten NOE auf 
Ha-C(5) (auf HB-C(5) ist kein Effekt beobachtbar) und aus dem NOE auf die beiden 
Protonen von C(3') (Multiplette bei 1,58 und 1,76 ppm, in ((partially relaxed)) 
NMR.-Spektren durch Kopplung rnit H-C(3) identifiziert) (Fig. 70). Die Methyl- 
gruppe im Ring B zeigt nebst dem erwahnten starken NOE auf Ha-C(5) einen deut- 
lich schwacheren auf H,C(5). Die a-Lage der Methylgruppe ist zudem gegeben 
durch die cis-Lage der Lactamfunktion beziiglich H-C(4) und der aus thermodyna- 
mischen Grunden25) sich ergebenden Annahme der cis-Verkniipfung von Lactam- 
ringz6) und Ring B. Im NOE-Differenzspektrum rnit Einstrahlung in die Ring-B-Me- 
thylgruppe (Fig. 7C) tritt u. a. ein intensives Multiplett bei 1,96 ppm auf, das anhand 
einer 8-Hz-Kopplung rnit dem H-C(8)-Signal bei 2,84 ppm (Dublett x Dublett; J =  8 
und 3 Hz; via NOE ausgehend von H-C(1O) identifiziert) einem der beiden CH,- 
Protonen von C(8') zugeordnet werden muss. Im gleichen Experiment ist das NOE- 
Differenzsignal von H-C(8) hingegen sehr schwach. Dies belegt die cis-Anordnung 
der Ring-B-Methylgruppe und der Ring-B-Propionylseitenkette. 

Die noch anstehende Frage, welche der verbleibenden Saureketten die primare 
Amidgruppe stellt, lasst sich durch einen NOE ausgehend von den NH,-Protonen 
auf die CH,-Gruppe in a-Stellung zur Amidfunktion beantworten. In ((partially 
relaxed)) NMR.-Spektren konnen zwei rnit Geminalkopplungen von je 17 Hz verse- 
hene, nicht weiter gekoppelte AB-Systeme bei 2,43/2,51 und 2,64/2,78 ppm, die im 
Normalspektrum von anderen Signalen uberdeckt sind, an ihrer charakteristischen 
Form erkannt werden (vgl. Fig. 8a). Das AB-System bei tieferem Feld erfahrt einen 
deutlichen NOE durch Einstrahlung in die NH,-Protonen der Amidfunktion, und 
gehort deshalb zu den Methylenprotonen in deren a-Stellung (Fig. 7E). Die NOE- 
Korrelation dieses A B-Systems rnit der Ring-A-Methylgruppe legt fest, dass die 
Essigsaureseitenkette in Ring A die primare Amidfunktion tragt. Damit sind samtli- 
che Fragen der Konstitution und Konfiguration (von der absoluten abgesehen) im 
Ring A/B-Bereich beantwortet. 

Ausgehend vom Ring-B-Proton H-C(8) und einem der Protonen von C(8') 
gelangt man durch NOE-Korrelation via das meso-Proton H-C( 10) zum H-C( 12) 

25) Ausnahmsweise besteht im vorliegenden Fall das thermodynamische Argument wohl zu Recht, 
und zwdr infolge einer (anzunehmenden) hohen kinetischen Labilitat des Lactamringes bezuglich 
reversibler Offnung an C(6). 
Eine Sechsring-Lactambriicke zwischen C(6) und der Carbonylfunktion C(83) ist durch die beob- 
achtete NOE-Korrelation zwischen Ring-B-Methyl und C(8132)-Protonen auszuschliessen. 

26) 
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Fig. 6. lH-FT-NMR.-Spektmm (300 MHz) yon F430M in CD,Cl, ( c = 0 , 0 5 ~ ,  hlswinkel 30", spektrale 
Breite 3600 Hz in 32K, 256 scans) 

a) Gesamtes Spektrum. 
6) Entkopplungs-Differenzspektrum unter Einstrahiung bei 4,5 ppm (H-C(4)) und 4,9 ppm 

(Referenz), 256 scans. 
c) Teilspektrum von 1,4-5,2 ppm, gespreizt mit Zuordnung und Schema der durchgefiihrten 

Entkopplungen. 
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Fig. 8. ((Inversion recovery)) (= "partially relaxed3 lH-NMR.-Spekrrum zur Sepanerung iiberiappender 
Signale 

a) 
b) 
c) 

18O"-t-9O0 Sequenz mit 2=0,2 s, 96 scans. 
180"-r-9O0 Sequenz mit t = O , 1  s, 96 scans. 
180"-~-90" Sequenz mit r=2,5 s, 96 scans. 
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vom Ring C. Dieses zeigt sich in ((partially relaxed)) NMR.-Spektren als quartettoi- 
des Signal bei 3,12 ppmZ3) (Fig. 86). Die allylische Kopplung zwischen H-C( 10) und 
H-C( 12) ist derart schwach ( J 4  0,5 Hz), dass sie nur im Entkopplungs-Differenz- 
spektrum feststellbar ist, was auf eine quasi-aquatoriale Lage des H-C( 12) relativ 
zum n-System hindeutet [30]. Die Frage, ob H-C( 12) a- odera-Lage einnimmt, muss 
offen bleiben. 

Eine 3-Hz-Kopplung fiihrt von H-C(l2) zu H-C( 13), welches im Spektrum iso- 
liert erkennbar als Multiplett bei 3,80 pprn auftritt. Das im Vergleich zu den Proto- 
nen in analoger Lage H-C(8) (2,84 ppm) und H-C(l2) (3,12 ppm) nach auffallend 
tiefem Feld verschobene Signal von H-C(13) ist ein erster Hinweis auf die Richtig- 
keit der in der Konstitutionsformel 1 enthaltenen Annahme, dass der carbocyclische 
Zusatzring an der mesu-Stellung C( 15) von der Propionsaurekette des Ringes D aus- 
geht: Ein quasi-aquatoriales H-C( 13) liegt in diesem Fall im Entschirmbereich der 
Carbonyldoppelbindung dieses Ringes. Diese Interpretation impliziert eine trans- 
Anordnung von H-C( 12) und H-C( 13), sowie eine diaxiale Lage der Ring-C-Seiten- 
ketten (vgl. Kap. 6 ) .  

Die Bestatigung dieser Konstitutionszuordnung fur den carbocyclischen Zu- 
satzring liefert der NOE von H-C( 12) auf die Methylenprotonen in a-Stellung zur 
Methoxycarbonylgruppe der Propionsaurekette des Ringes C. (Fig. 7F). In der alter- 
nativen Konstitution (Zusatzring ausgehend von Ring C) lage diese a-Methylen- 
gruppe nicht im NOE-Bereich von H-C(12)27). 

Die Methylgruppe am Ring A ist der Ausgangspunkt fur eine Konfigurationszu- 
ordnung an C(19). Der NOE auf die beiden H-Atome an C(20) ist etwa gleich stark 
(Fig. 70). Ein Molekiilmodell vermag diese Tatsache unter der Voraussetzung zu 
deuten, dass H-C( 19) a-Lage einnimmt ; nur so liegen H,-C(20) und HB-C(20) in 
ahnlicher Entfernung zur quasi-axialen Ring-A-Methylgruppe (eine quasi-aquato- 
riale Lage dieser Methylgruppe ist mit ihrem NOE zu H,C(5) nicht vereinbar). Das 
Molekulmodell mit cis-Anordnung von H-C( 19)und H-C(4) vermag auch die relati- 
ve Hochfeld-Lage des H-C(19)-Signals bei 333  ppm zu deuten (vgl. H-C(4) bei 4,48 
ppm und entsprechende Werte in Modellkomplexen [ 151): Ahnlich wie bei der ront- 
genstrukturanalytisch untersuchten, in [ 151 beschriebenen Nickel (11)-tetrahydro- 
corphinat-Modellverbindung liegt H-C( 19) im Abschirmkegel der (C = N)-Doppel- 
bindung im Ring A. 

Das Proton an C( 18) kann im Entkopplungs-Differenzspektrum durch eine 
9-Hz-Kopplung mit H-C( 19) lokalisiert werden (Multiplett bei 2,5 ppm). NOE- 
Differenzspektren ausgehend von H-C( 19) lieferten indessen keinen schliissigen 
Hinweis auf die Konfiguration von H-C( 18). Die Lage und Form der Signale von 
H,C( 18') konnten nur ungefahr bestimmt werden; deshalb sind im NOE-Differenz- 
spektrum beobachtete Multiplette zwischen 2,4 und 2,7 ppm nicht eindeutig diesen 
Protonen zuzuordnen (was den Nachweis der trans-Anordnung von H-C( 19) und 
H-C( 18) erbracht hatte). Auch gelang es nicht, die NOE-Partner von H-C( 18) zu er- 
mitteln, da dessen Signal mit anderen Multipletten iiberlagert ist, was eine selektive 

27) Durch eine Serie von Entkopplungsexperimenten sind die Signale der Protonen an C(132) und 
C(13') und ebenso jene von C(12') lokalisiert (vgl. Fig. 64. 
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Einstrahlung verunmoglicht28). Immerhin deutet die Abwesenheit eines starken 
NOE's von H-C( 19) auf H-C( 18) auf eine trans-Anordnung dieser beiden Protonen 
(im Falle der konstitutionell analogen, cis-standigen Protonen H-C(4) und H-C(3) 
beobachtet man einen starken NOE; vgl. oben). 

Die Bemuhungen zur konfigurativen Einordnung von H-C( 17) - dem letzten 
noch verbleibenden Proton der Ligandperipherie - fiihrten zu keiner klaren Ant- 
wort. Wir lassen deshalb diese Frage offen - wiewohl wir diep-Lage vermuten. 

Die Ergebnisse der 'H-NMR.-spektroskopischen Experimente sind mit den 
Daten iiber chemische Verschiebungen, Kopplungskonstanten sowie NOE-Korre- 
lationen im Formelbild 1A (Schemata 3 und 4) zusammengefasst. Dieser Struktur- 
vorschlag bietet eine koharente Interpretation aller I H- und I3C-NMR.-spektroskopi- 
schen Beobachtungen. Als vorlaufig zu bezeichnen ist die Konfigurationszuordnung 

Schema 3. Strukturvorschlug 1A f u r  F430M mi& [H-MMR.-Daten (GWerte in ppm, beobachtete Kopplun- 
gen und Kopplungskonstanten in Hz) 

2,29 - 

- I 
176/2,11 COOCH3 

COOCH3 371, 3.69, 3,6616 H). 3.63 

28) 2D-NOE-Spektroskopie [45], mit der dieses Problem im Prinzip umgangen werden kann, erreicht 
vorlaufig die fur unseren Fall notwendige Empfindlichkeit nicht. 
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im Bereich des Ringes D. Vorweggenommen sind im Formelbild die Zuordnung der 
Konfiguration des Ring-C-Strukturbezirks relativ zum A/B-Strukturteil, sowie eine 
Antwort auf die Frage nach der absoluten Konfiguration von F430M. 

Schema 4. Strukturvorschlag 1A mit Zusamrnenfassung der 'H-NMR.-N0E.-Korrelaiionen (die Pfeile zei- 
gen vom eingestrahlten zum beobachteten Proton; - sicher zugeordnete NOE; --+ NOE, deren 
Zuordnung wegen unbefriedigendem S/N-Verhaltnis oder nicht genau bekannter Signalform unsicher 

ist; s, m, w = starker, mittelstarker, schwacher NOE) 

COOCH3 

5. Absolute Konfiguration von F430M. - Die Konstitutionsformel von F430M 
legt die Moglichkeit nahe, durch ozonolytischen Abbau und gezielte Suche nach 
einem Ring-C-Bruchstiick sowohl die relative als auch absolute Konfiguration des 
Ring-C-Strukturbezirks auf chemischem Weg zu ermitteln. Eine solche Moglichkeit 
ist insbesondere deshalb willkommen, weil die 'H-NMR.-Spektroskopie keine 
Information iiber die Konfiguration des Ring-C-Bezirks relativ zu den Konfigura- 
tionszentren des A/B-Bezirks zu geben imstande war. Zielverbindung eines Ozon- 
abbaus von F430M hatte der Ring-C-Imido-dimethylester 2 (oder dessen Enantio- 
meres) zu sein, da die chiroptischen Daten der konstitutionell nahe verwandten und 
in ihrer absoluten Konfiguration bekannten Verbindungen (-)-3, (-)-4 und (-)-5 
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(Schema 5)  aus den Arbeiten zur Synthese (und auch des Abbaus) von Vitamin B,, 
[31], bzw. aus dem Abbau von Chlorophyll a [32] zu Vergleichszwecken zur Verfu- 
gung stehen. 

Schema 5. Ozonabbau van F430M mit Isolierung des Ring-C-Bruchstiicks (-)-2 und Stniktur der 
Vergleichsverbindungen 

. - . . .  
F 430M 

b) CH3SCH3 / RT 

c) Chromatographie \ 
C0OCH-j 

I (ca. 40 %) 

COOCH3 

2 

[a], = -36O (C2H50H) 

COOCH3 0 4 CH3 

0 43 i COOCH3 

0 J--JHi3 

COOCH3 
i 

COOCH3 

(-1-3 (- ) -4 (-1-5 

a s  Vitamin 812 aus Vitamin B12 aus Chlorophyll a 

Ozonolyse von F430M in Methanol und reduktive Aufarbeitung des Reaktions- 
gemisches mit Dimethylsulfid lieferten nach chromatographischer Reinigung an 
Silicagel das Ring-C-Bruchstuck in DC.- und 'H-NMR.-spektroskopisch einheitli- 
cher (oliger) Form in rund 40% Ausbeute. Sein CD.-, IR.- und 300-MHz-'H-NMR.- 
Spektrum belegen die Struktur 2 (vgl. Exper. Teil). 

Das CD.-Spektrum von (-)-2 stimmt in seinen Kenndaten mit dem von Brock- 
mann [32] beschriebenen CD.-Spektrum von (-)-5 weitgehend uberein29), und - wie 
Figur 9 illustriert - weisen (-)-2, (-)-3, (-)-4 und (-)-5 alle einen Cotton-Effekt um 
250 nm gleichen Sinns auf. Diese durchgehende Entsprechung der chiroptischen 
Daten weist dem Ozonolysepradukt von F430Mdie (S,S)- Konfguration zu. 

Da der Ring-C-Bezirk mit dem ubrigen Teil der F430M-Struktur nicht 'H- 
NMR.-spektroskopisch konfigurativ korreliert ist, impliziert die Kenntnis der ab- 
soluten Konfiguration der Ring-C-Teilstruktur nicht eine solche von F430M. Wir 

29) Zum Vergleich: CD.-Spektrum von (-)-2 (c=2,4. IO&M, C,H,OH): ca. 275 (0), 248 (-3230), 233 (O), 
223 (f  1920), 21 1 (0) /I ([O]); CD.-Spektrum von (-)-5 [32] (c=6,3. 10-3~,  in CH30H): ca. 275 (0 ) ,  
250 (-2020), 233 (O), 225 ( + 1 130), 21 5 (+ 520) /I ( [ O ] ) ;  [a]% von (-)-5 (CH,OH): -63". 
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+O.L 

0 

-0, L 

-0.8 

A t  

1 

300 nm - 
-0.5- 

& COOCH3 

-1,o- 

0 

'i -1.5- 

COOCH3 

l-)-,4 A t  j 
Fig. 9. CD.-Spektren in CzHjOH yon: a) (-)-2; c=2,41.10"~; b) (-)-3; c=3,01.10"~; c) (-)4; 

c)= 1,48.10-3M 
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verfugen zur Zeit uber keine experimentellen Ergebnisse30), die eine unabhangige 
Zuordnung der absoluten Konfiguration im Strukturbezirk der Ringe A und B er- 
lauben wiirden. Die in der Formel 1A enthaltene Zuordnung beruht auf der Annah- 
me, dass Faktor F430M im Strukturbereich der Ringe A und B die gleiche absolute 
Konjiguration besitzt wie Sirohydrochlorin (331 und Vitamin B,, (341 (vgl. Schema 6). 
Grundlage unserer Praferenz fur diese Zuordnung ist die offensichtliche konstitu- 
tionelle Verwandtschaft von F430M und Sirohydrochlorin, deren gleiche (relative) 
Konfiguration an den (konstitutionell entsprechenden) Chiralitatszentren an der 
Peripherie der Ringe A und B, die (fur andere Organismen) bekannte Tatsache, dass 

Schema 6 .  Strukturvorschlag 1A fur  F430M und Vergleich niit den Stnikturen von Sirohydrochlorin und 
Cobyrsaure 

COOCH3 

1A F430M 

COOH COOH 

SIROHYDROCHLORIN 

1 I 

COBYRSAURE 

COOH CONH2 

30) Es ist uns (noch) nicht gelungen, beim Ozonabbau von F430M das Ring-B-Bruchstuck als h i d  4 zu 
fassen. 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 65, Fasc. 3 (1982) - Nr. 81 857 

Sirohydrochlorin am Biosyntheseweg zu Vitamin B,, liegt [33] [ 16b, d], und schliess- 
lich das Vorkommen von Corrinoiden in methanogenen Bakterien [ 131, Methano- 
bacterium thermoautotrophicum inbegriffen [ 141. Wir implizieren damit die Vermu- 
tung, dass Sirohydrochlorin (bzw. dessen C,D-dipyrrolisches Dihydroderivat) nicht 
nur am Biosyntheseweg zu Vitamin B,,, sondern auch an jenem zum Faktor F430 
liegt. Mit der vorgenommenen Zuordnung ergibt sich iibrigens eine Ubereinstim- 
mung der Konfiguration an samtlichen biosynthetisch sich entsprechenden Chirali- 
tatszentren in F430M, Sirohydrochlorin und Vitamin BIZ. 

6. Schlussbemerkungen. - Vorab ist festzuhalten, dass mit der Strukturformel des 
Methanolyseprodukts F430M nur der porphinoide Kern des Faktors F430 erkannt 
ist. Wesentliche Fragen uber die Struktur des Faktors bleiben offen, so die Frage 
nach der Natur und Bindungsart von peripher gebundenen, durch Isolierung und 
Methanolyse abgelosten S t rukt~r te i len~~)  (vgl. die wechselnden Mengen Aminosau- 
ren nach Totalhydrolyse von F430-Isolaten). Kunftige Untersuchungen werden sich 
auch mit der Frage zu befassen haben, ob die Struktur von F430M - von den funf 
Methoxycarbonylgruppen abgesehen - nicht auch artefaktare Strukturelemente 
enthalt, die bereits bei der Zellablosung von Faktor F430 entstehen. Im besonderen 
scheint uns der Strukturbezirk um den Lactamring am Ring B Moglichkeiten wie die 
Strukturen P und Q zu bieten (vgl. Schema 7) ,  wenn man bedenkt, wie leicht in der 
Corrinreihe funfgliedrige Lactam- oder Lactonbildungen in diesem Teil des 
Ligandsystems stattfinden [24] [35]. 

Schema 7. Beobachtete (P) und potentielle (Q) Form des Chromophors von F430M g I 
0 

0 

@ I \ /  

P Q 

Auffallendes und bisher bei natiirlichen Porphinoiden nicht angetroffenes 
Strukturmerkmal von F430M ist der zusatzliche carbocyclische Ring zwischen den 
Ringen C und D32). Die Natur seiner Entstehung ist unschwer als intramolekulare, 

3 1 )  Von besonderem Interesse ist die Beobachtung von J.  T. Keltjens & G. D. Vogels(Dept. of Microbio- 
logy, Univ. of Nijmegen), wonach u. a. auch Coenzym M in (anders gewonnenen) Isolaten von 
F430 vorkommt (Privatrnitteilung von Prof. Vogels). 
Hingegen sind solche Strukturelemente intramolekular acylierter mesc-Stellungen bei Porphinoi- 
den auf chernischern Wege schon erzeugt worden; vgl. das Beispiel des Anhydro-bonellins [36]. 

32) 
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elektrophile Acylierung der mesostellung C( 15) in einem Zustand enaminischer 
Reaktivitat (vgl. die meso-Methylgruppen der natiirlichen Corrine) zu erkennen. 
Vom Standpunkt des chemischen Verhaltens her gesehen, bedeutet die Anfiigung 
einer Carbonylfunktion an die Mesostellung eines vinamidinischen Chromophors 
eine Stabilisierung desselben, indem die Reaktivitat solcher Chromophorsysteme 
dominant nukleophil, d. h. von ihrem enaminischen Charakter her gepragt i ~ t ~ ~ ) .  

Schema 8 

COOCH3 

H I H  

COOCH3 

R 
COOCH3 

S 

Dariiber hinaus erkennt man an Molekiilmodellen von F430M die Moglichkeit 
einer besonderen strukturellen Funktion dieses carbocyclischen Zusatzringes: 
Durch ihn, d. h. im speziellen durch den Raumanspruch der Carbonylgruppe, er- 
fahrt die Propionsaurekette am Ring C eine betrachtliche sterische Behinderung fur 
den Fall, dass sie eine quais-aquatoriale Lage einnimmt (vgl. Struktur R in Schema 
8). In der Tat weisen die 'H-NMR.-Daten der Ring-C-Region (vgl. Kap. 4 )  darauf 
hin, dass die beiden Ring-C-Seitenketten quasidiaxial angeordnet sind (vgl. Struk- 
tur S in Schema 8). Soweit eine solche Anordnung durch den Raumanspruch des 
carbocyclischen Ringes erzwungen wird, bedeutet die Existenz dieses Zusatzringes 
fur F430M eine Stabilisierung der Ring-C-Region gegeniiber Pyrrolisierung durch 
Tautomerisierung oder Dehydrierung. Diese Art der Argumentation entspricht iib- 
rigens vollig jener, die Woodward [37] bei seiner nunmehr klassischen retrosyntheti- 
schen Analyse der Chlorophyll-a-Struktur vor rund zwei Jahrzehnten venvendet 
hat. 

Ob unsere Vermutung zutrifft, dass die beobachtete thermische Umwandlung 
von Faktor F43O-Isolaten in ((UV./VIS.-Isomeren)) [5] einer stufenweisen Umkehr 
der Konfiguration der Ring-C-Seitenketten entspricht, werden entsprechende 
Ozonolyse-Experimente zeigen miissen. 

F430M enthalt einen in der Naturstoffgruppe der Porphinoide bisher nicht 
angetroffenen Chromophortyp. Von allen bekannten biologisch funktionellen 
Porphinoiden ist dieser Chromophor der am starksten reduzierte; er liegt - wie die 
zu P aquivalente Formel Q (Schema 7) illustriert - auf der Oxydationsstufe eines 

33) Die deutlich erhohte Stabilitat von 15-cyansubstituierten Corrin- und Pracorrin-Derivaten im Ver- 
gleich zu entsprechenden Descyan-Verbindungen ist eine generelle Erfahrung aus den Arbeiten zur 
Synthese von Vitamin B,, und Modell-Corrinen [35] [25]. 
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Schema 9 

1391 
* 

PORPHYRINOGENE PYRROCORPHINE 

I '  

11 51 
* 

3.1,7,8.12.13.17,18,19.20- CORPHINE 

2H -PORPHYRINE 351 

(L,18,19.20-TETRAHYDRO-CORPHINE) 

DECAHYDRO - 

Tetrahydro-uroporphyrinogens. Mit F430M tritt uns auch erstmals aus der Natur 
ein Ligandsystem entgegen, das als Derivat des Corphinsystems (vgl. Schema 9)34) 
betrachtet werden kann. Dass dieser konstitutionelle Zusammenhang keineswegs 
nur formaler Art ist, geht aus dem in der vorstehenden Mitteilung [15] beschriebe- 
nen Befund hervor, dass der Chromophor eines Nickel(I1)-corphinats in zwei Re- 
duktionsschritten ziemlich selektiv in den (potentiellen) Chromophor von F430M 
iibergehen kann (vgl. Schema 9). Damit aber steht der Chromophortyp von F430M 
in unmittelbarer ((chemischer Nachbarschaft)) zum Strukturtyp der Porphyrinoge- 
ne, denn letzterer ist via die kiirzlich aufgefundene Porphyrinogen F't Pyrrocorphi- 
nat-Tautomerisierung [39] [40] direkt mit dem Strukturtyp der Corphine verbunden. 
Diese Zusammenhange weisen darauf hin, dass die Entdeckung von Faktor F430 - 
von der offensichtlich bedeutungsvollen biologischen Wirkung ganz abgesehen - 
auch im Hinblick auf kurzlich aufgeworfene [41], den Ursprung der natiirlichen 
Porphinoidstrukturen betreffende Fragen wesentliche Einsichten zu geben ver- 
spricht. 

Wir danken Prof. J.  F. M .  0 th  (ETHZ) fur seine grosszugige Unterstutzung des Projekts, Prof. 
D. Arigoni (ETHZ) fur wertvolle Katschlage zu den Einbauversuchen, Dr. E. Zass  ( E T H Z )  fur seine 
Mithilfe bei der Fertigstellung des Manuskripts und Frau Johanna Moll (Marburg) fur technische 
Mitarbeit. 

Die Arbeit wurde finanziell unterstutzt vom Schweizerischen Nationalfonds zur  Forderung der 
wissenschaftlichen Forschung (Bern), von der Deutschen Forschungsgemeinschafi (Bonn-Bad Godesberg) 
sowie dem Fonds der Chemischen Indusrrie (Frankfurt am Main). 

34) 
35) 

Zur Ligandsystem-Benennung ccCorphin)> vgl. [38]. 
Numerierungsart der Doppelbindungslagen im Naturprodukt entsprechend. 
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Experimenteller Teil 

1. Methanolyse von Faktor F430. - Die Losung von 27 mg (ca. 0,02 mmol) Faktor-F430-Isolat aus 
Methanobacterium thermoautotrophiciim, Stamrn Marburg (Isolierung und Reinigung vgl. IS]) und 190 
mg ( 1  mmol) wasserfreier pToluolsulfonsaure in 15 ml abs. Methanol wurde 3 Std. bei 40" unter N, 
geruhrt, dann auf 0" abgekuhlt, rnit 50 ml CHzCIz versetzt und 3mal mit wasserigem O , ~ N  NaCIO4 extra- 
hiert. Die organische Phase wurde durch Watte filtriert, eingeengt und der braune Ruckstand auf 6 Na- 
C104-impragnierten36) Kie~elgel-DC-Platten~~) mit CH2CI,/CH,OH 15: 1 chromatographiert. Durch 
4malige Entwicklung konnte die hellgelbe Hauptzone (Rf 0,2 nach einmaliger Entwicklung) von einer 
leicht apolarer laufenden Mischzone getrennt werden. Das Kieselgel der Hauptzone wurde rnit einer 
Spatelspitze KCIO, verrieben und rnit CH2Clz/CH30H 5: 1 eluiert. Nach Eindampfen wurde das Pro- 
dukt in CHzCIz aufgenommen, zur Entfernung der Perchlorate und des Kieselgels mit wenig Wasser ge- 
schuttelt und auf einer halben DC.-Platte3') nochmals chromatographiert. Die Platte wurde mit einer Lii- 
sung von NaCIO, in Essigester (5 g/l) und anschliessend rnit CHzCIz/CH30H 15:1 entwickelt38). Das 
Produkt wurde, wie bei der ersten Chromatographie beschrieben, isoliert und uber Nacht bei RTlI0-3 
Torr getrocknet. Das als amorpher Festkorper isolierte F430M ist sowohl in fester Form, als auch in 
CHzC12 gelost, gegeniiber Luft stabil. Ausbeute: 14,5 mg (ca. 75%). 

Spektroskopische Daten von Faktor F430M9). - UV./VIS. (H,O): 431 (23 IOO), 418 (S, 21 500), 296 
(S, 10500), 274 (20000) nm ( E ) ;  vgl. Fig. Ib. - UV./VlS. ( 2 ~  HzSO,): 440 (7100) S, 380 (16800), 364 

(-4,l8), 333 (O), 322 (S,+2,91), 284 (+26,7), 248 (O), 229 (-6,13), 218 (-5,99), 209 (0) nm (AE);  vgl. Fig. 2b. 
- 1R. (CHCI,): 3660w, 3480w, 3410w, 3360w, 3200w, 1733s (mit S bei 1700), 1676m. 1650m, 1570m, 
1532w, 1470m, 1438m, 1413w, 1381m, 1360~1, 1176m, 1090s, 975w, 622mcm-';vgl. Fig. 3.- 'H- und '3C- 
NMR.: vgl. Fig. 4 und 6, TabeNe und Kap. 3 unten. - FAB.-MS3) (Kation-Spektrum): 973 (19), 974 (19), 
975 (loo), 976 (90), 977 (86), 978 (52). 979 (26), 980 (12), 981 (7) m/z (%). 

FD.-MS.') von Faktor F430M (Ionenquellentemp. 80°C, Losungsmittel CH30H; zur Methodik vgl. [33e]): 

(15600) S, 276 (10600) S, 245 (13900) S. - CD. (H2O): 502 (-4,l8), 456 (0), 432 (+14,l), 390 (0), 361 

m/z  9 75 976 977 978 979 980 981 

Rel. Intensitat Gef.40) 100 55 54 26 15 8 3 
Ber.40) 100 56 57 28 14 5 3 

Zum Vergleich: 
FAB.-MS. vori Nickel(lI)-lPacetyl-I,2,2,7,7,l2,12,17,17-rionameth,vl-corri~iat-perchlora~ (211,): 

m / z  529 530 531 532 533 534 535 536 537 

Rel. lntensitiit Gef. 5 5 100 41 51 21 13 4 3 
Ber. - 100 36 45 16 8 2 2 
(53 1 = M+-C104/58Ni) 

- 

2. '3C-markierte Proben von F430M. - Einbau von ALA und Methionin in F430 vgl. [ I  I] [12]. Isolie- 
rung von '3C-markiertem Faktor F430 und Methanolyse zu F430M: siehe oben. 

Die DC.-Platten3?) wurden durch kurzes Eintauchen in eine methanolische NaC104-Losung (10 g/ 
1) impragniert, 6 Std. an der Luft und anschliessend 4 Std. bei 120" getrocknet. 
Merck-Fertigplatten, Kieselgel 60; ohne Fluoreszenzindikator; Schichtdicke 0,25 mm; vor Ge- 
brauch einmal rnit CH3OH entwickelt und anschliessend 4 Std. bei 120" aktiviert, um eine Verun- 
reinigung zu entfernen, die im 'H-NMR.-Spektrurn durch ein Singulett bei 1,26 ppm sowie weitere 
schwachere Signale zwischen 0,2 und 1,0 ppm zu erkennen war. 
Ohne diese Nachreinigung traten im 'H-NMR.-Spektrum Signale der in der Fussnote 37 erwahnten 
Verunreinigung auf. 
S=Schulter. 
Gefundene Intensitaten: Mittelwert BUS 9 verschiedenen Spektren. Die berechneten Intensitaten 
gelten fur M +  = C47H61N,Ni0,3. 
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NaBH3CN 
THF/CH$OOH 12 1 

4 0 0  

a) Einbau von ~-(Methyl-'3C)rneihionin. ~-(MethyL13C)methionin (90% 13C; Prochem. BOC Lid. 
(London). Konzentration im Einbaumedium: 1,3 mmol/l. Methanolyse: 2,l  mg F430M-lsolat, 80 mg 
p-TsOH, 7 ml CH3OH; Ausbeute: 1,s mg F430M; Markierungsgrad: ea. 50% (im 'H-NMR.-Spektrum 
anhand der Linienintensitaten der durch 'H,'3C-Kopplung von 130 Hz zu scheinbaren Tripletten 
aufgespaltenen Methylsignale bei 1,ll und 1,20 ppm bestimmt). 

b) Einbau von (2- f3C)AU.  (2-13C)ALA (90% I3C; in unserem Laboratorium von Eiter [42] im 
Rahmen seiner Promotionsarbeit hergestellt; exper. Details vgl. [42]); Konzentration im Einbaumedium: 
0,48 mmol/l. Methanolyse: 2,l mg F43O-Isolat, 70 mg p-TsOH, 7 ml CH30H; Ausbeute: 1,3 mg F430M; 
Markier~ngsgrad~'): ea. 60%. 

c) Einbau von (3-'3C)ALA. (3-I3C)ALA (90% 13C) wurde ausgehend von (I3C)-Methyljodid und 
Phthaloylglycin gemass Schema 10 hergestellt; exper. Details in [43]. Konzentration im Einbaumedium: 
0,24 mmol/l. Methanolyse: 4,O mg F430-Isolat, 190 mg pTsOH, 15 ml CH30H; Ausbeute: 2,O mg 
F430M; Markierung~grad~l): ea. 30%. 

d) Einbau von (4-13C)ALA. (4-13C)ALA (90% 13C; CEA, Service des Molecules Marquees de France, 
Gif-sur-Yvette). Konzentration im Einbaumedium: 0,24 mmol/l ; Markierungsgrad,'): ea. 30%. Metha- 
nolyse: 5 mg F430-Isolat; 60 mg p-TsOH, 6 ml CH30H; Ausbeute: 1,8 mg F430M; Markierung~grad~l): 
ca. 30%. 

e) Einbau von (5-13C)AU. (5-13C)ALA (90% I3C; Merek, Sharp & Dohrne Canada, ausgeliefert von 
IC Chernikalien GrnbH., D-8000 Munchen 71). Konzentration im Einbaumedium: 0,24 mmol/l ; Markie- 
rungsgrad: ca. 50%. Im I3C-NMR.-Spektrum anhand der durch 13C,13C-Kopplung aufgespaltenen 
Signale (Intensitatsverhaltnis s;d= 1) bestimmt (vgl. Fig. 5).  

(85%) 

Schema 10. Synthese von (3-13C)ALA ausgehend von 13CH31 bzw. (Meihyl-'3C)triphenylphosphoniurn- 
jodid [43] 

o r  

B 0 0 

R: N Î 
W N  

CHiCOOH 1:l 0 
135"/15 Std. - 

H C ' V L  COOH 193 %I COOC2Hg 

0 
I3-l3CI ALA 

I90 Y. 13CI 

3. NMR.-Spektroskopie von F430M. - Die IH- und '3C-NMR.3pektren wurden auf einem Bruker 
WM 300 Spektrometer aufgenommen. Die 90"-Pulslange (5-mm-Probenkopf) betrug 6,5 ps fur I H und 
19 ps fur 1% Die 'H-NMR.-Spektren wurden mit 32K Datenpunkten (0,08 Hz/Pkt.), die 13CSpektren 
mit 16K (1 Hz/Pt.) gemessen. Fur die Differenzspektroskopie wurden 8K oder 16K Datenpunkte ver- 
wendet. Alle Spektren wurden mit Quadratur-Empfang akkumuliert. Die Spektren wurden ohne interne 
Referenz aufgenommen; die angegebenen chemischen Verschiebungen beziehen sich auf die GSkala, 
wobei CHDCl, und 13CD2C12 die Werte von 5,33 resp. 53,84 ppm zugeordnet wurden. 

Probenherstellung. Die Probe wurde in 0,3 ml CH,Cl, gelost, mit 1 ml CCl, (uber CaH2 dest.) ausge- 
fallt, i. V. eingedampft und der Riickstand 3mal mit je 0,5 ml CCI, gewaschen. Anschliessend wurde im 

Abgeschatzt aus der Einbaurate von (4-14C)ALA unter analogen Einbaubedingungen [ 1 I]. 
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Handschuhsack unter N2 eine Losung in 0,1 ml CD2CI2 (99vo D;  iiber CaH2 dest.) zubereitet, die mit 0,3 
ml CCl, verdunnt und i. V. eingeengt w ~ r d e , ~ ) .  Diese Behandlung wurde 3mal wiederholt, die letzten 
beiden Male mit reinem CDZCI2 (je 0,l ml) ohne Zugabe von CCI,. Der Ruckstand trocknete 30 Min. 
bei RT. i. HV., bevor er im Handschuhsack unter N2 in CD2C12 gelost und in ein NMR.-Rohrchen fil- 
triert wurde. Die Probenlosung fur die IH- und 13C-NMR.-Spektren (inkl. Entkopplungs- und NOE- 
Differenzspektren sowie ccpartially relaxed)) NMR.-Spektren) von F430M mit natiirlicher Isotopenhau- 
figkeit wurde durch wiederholtes Ausfrieren i. HV. Torr) entgast und das NMR.-Rohrchen 
anschliessend unter Vakuum ahgeschmolzen. Die Messlosung wurde zwischen den einzelnen Messun- 
gen bei -30" aufbewahrt. Proben geringer Substanzmengen ( < 3  mg), wie z. B. die I3C-markierten Pro- 
hen, wurden in einer (nicht abgeschmolzenen) 5-mm-Mikrozelle gemessen. 

D~~~erenz-Entkopplungs-Expen'mente. Das verwendete Programm akkumuliert abwechselnd je 16 
FlD mit positivem Vorzeichen und der Entkopplerfrequenz (con-resonance>) und 16 FID mit negativem 
Vorzeichen, Entkopplerfrequenz ((off-resonance)). Zur weitgehenden Vermeidung der durch die Bloch- 
Siegwt-Verschiebung hervorgerufenen schlechten Nullung der nicht entkoppelten Signale wurde die 
ccoff-resonance))-Frequenz moglichst nahe bei der cton-resonance))-Frequenz in einen signalfreien Be- 
reich gelegt. In einigen Fallen erwies sich die gleichzeitige Anwendung von Doppelresonanz und (cinver- 
sion-recovery)) als hilfreich bei der Zuordnung iiberlappender Multipletts. 

Nuclear Overhauser Diflerenz-Spektroskopie. Es wurden cyklisch je  16 FID bei drei verschiedenen 
((on-resonancewEntkopplerfrequenzen und einer ((off-resonance))-Frequenz akkumuliert und direkt auf 
den Plattenspeicher geschrieben. Typischerweise wurden insgesamt je 2000 FID akkumuliert. Subtrak- 
tion des Null-FID von den drei NOE-FID und anschliessende Fourier-Transformation (Linienverbreite- 
rung 1-2 Hz) fuhrte zu NOE-Differenzspektren, in denen scharfe Signale ohne NOE (z. B. Methoxy- 
carbonylgruppen) his auf ca. 0.3% der ursprunglichen Signalhohe genullt waren. Wegen der kurzen 
Relaxa t i~nsze i ten~~)  genugten Einstrahlzeiten von 1-2 s fur den vollen Aufbau des statischen NOE44). 
Die Entkopplerleistungen lagen zwischen 32 und 42 dB unterhalb 0,2 Watt (yH2/2n=60 bis 20 Hz), wo- 
bei oft zugunsten der Selektivitit auf volle Sittigung verzichtet w ~ r d e ~ ~ ) .  Die relativ hohe, fur gleich- 
massige Bestrahlung von Multipletten benotigte Leistung fiihrte in vielen Fallen zur ungleichmassigen 
Mitbestrahlung von benachbarten Signalen und damit zu unerwunschten INDOR-Effekten. Diese 
Schwierigkeit konnte durch abwechselnde Bestrahlung der einzelnen Linien des Multipletts mit niedri- 
ger Leistung teilweise behoben werden. Dabei wurde rnit einer Umschaltfrequenz von 10-20 Hz jede 
Linie im Cyclus wiihrend 50-100 ms bestrahlt. 

mmol) F430M in 3 ml wasserfreiem 
Methanol wurde bei -78" C wahrend 15 Min. ozonisierter Sauerstoff eingeleitet (Fischer Ozongenerator; 
10 1 02/Std.), bis die gelbe Farbe der Reaktionslosung in ein schwaches Blassgrun iibergegangen war. 
Man liess auf RT. aufwarmen, spulte 10 Min. niit N2 und gab 0,2 ml Dimethylsulfid zu. Nach 2 Std. bei 
RT. wurde die Losung eingeengt und der Ruckstand an einer Saule (0,s x 11 em; Kieselgel G fur die 
Diinnschichtchromatographie mit Gipszusatz, Merck) unter schwachem N2-Druck chromatographiert 
(Kurfkolonnen-Chromatographie [44]). Ather eluierte als Hauptfraktion 0,6 mg (ca. 50%) eines farblo- 
sen 01s (Rf =0,27; mit I ,  sichtbar), gefolgt von Spuren einer nicht weiter identifizierten Komponente 
(Rf=0,16). Nach Aufnahme eines 1R.Spektrums wurde das Hauptprodukt nochmals wie oben chroma- 
tographiert. Von den verbleibenden 0,3 mg Substanz wurde ein CD.- und ein IH-NMR.-Spektrum aufge- 

4. Ozonolyse von F430M. - In  eine Losung von 5,0 mg (4,6. 

42) Die Behandlung mit CCI, diente zur Entfernung von Wasser und anderer, evtl. vorhandener 
Losungsmittelspuren. Vor allem in Losungen geringer Konzentration (z. B. bei den '3C-markierten 
Proben) verursachte die Anwesenheit von Wasser oder polarer Losungsmittel wie CH,OH eine 
z. T. starke Verbreiterung und Verschiebung der IH- und 13C-NMR.-Signale. 
Abgesehen von den CH30-Protonen liegen die experimentellen Tl-Werte (Nullmethode) zwischen 
ca. 0,3 s fur H ~ c ( 2 0 )  bzw. H3C-C(7) und I,O s fur H-C(13). 
Die gemessenen NOE-Effekte (0,5-5%) waren durchwegs kleiner als die theoretisch erwarteten 
Werte, was, bestatigt durch die kurzen TI-Werte, auf eine rel. lange Korrelationszeit schliessen Iasst. 
Abschatzungen aus Losungsmitteldaten und Molekelradius ergeben r,= ca. 5 x 10-1OSek., womit 
die Bedingung drc2< 1 nicht mehr erfullt und der Maximalwert des NOE deutlich kleiner als 50% 
ist. 
Die gemessenen NOE-Werte sind deshalb nicht streng quantitativ vergleichbar und werden im 
Schenia 4 mit ccstark)), ctmittel)), und {(schwachn qualifiziert. 

43) 

,4) 

,5) 
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nommen sowie die optische Drehung bestimmt. - CD. ( 2 , 4 . 1 0 4 ~  in C2H,0H, vgl. Fig. 9a): ca. 275 (0), 
248 (-0,98), 233 (O), 223 (+0,58), 211 (0) nm (AE). [a123 (c=0,0031, C2H,0H): -36 (589), -32 (578), -32 
(546), -87 (436), -135 (365) "(nm) (infolge geringer Messkonzentration relativ ungenaue Werte; Fehler- 
grenze k6"). -1R. (CDC1,)46): 3395w. 1784m, 1730s, 1437m, 1410w, 1371m, 1347m cm-I. - 1H-NMR. (300 
MHz, CDCl3, vgl. Fig. 10): 7,70 (br. s, 1 H, NH); 3,71/3,68 (2s, je 3 H, CH,O); 2,91 ( d x  d, J = 7  und 18 
Hz, 1 H, H-C(2I)); 2,78 (Signalhaufen, 3 H, H-C(2), H-C(21) und H-C(3)); 2,58 ( t ,  J = 7  Hz, 2 H, 
H*C(3*)); 1.98-2,22 (m.  2 H, HzC(3I)); schwache Fremdsignale bei 1,56 (vermutlich H20), 1,2-1,3 (m,  
ca. 0,8 H) und 0,9 (m, cu. 0,5 H) pprn. Einstrahlen bei 2,06 ppm fiihrt zu einem s bei 2,58 ppm und zur 
Veranderung der Signalregion bei 2,78 ppm. 

Chiroptische Eigenschaften der Ve,gleichssubstanzen (-)-3 und (-)-4: 
(-)-3: CD. ( 3 , 0 - 1 @ ~  in C2H50H, vgl. Fig. 9b): ca. 275 (0),  250 (-0,92), 226 (-0.53) nm (AE). [ C L ] ~ ~  

(-)-4: CD. (1,5.10-3~ in C2H,0H, vgl. Fig. 9c): ca. 275 (0) ,  248 (-l,82), 223 (-1,04) nm (AE). [a]23 
(~=0,88 ,  CHCI,): -62 (589), -62,5 (578), -68 (546), -126,5 (436), -214 (365). 

( c =  1,00, CHCI,): -79 (589), -82,5 (578), -94 (546), -169 (436), -286 (365). 

Die CD.-Spektren wurden zum direkten Vergleich mit (-)-2 an authentischen Proben von (-)-3 aus 
[31b] und (-)-4 aus [31a] aufgenommen. Die Drehwerte stammen aus den Dissertationen von P. Loiiger 
und P. Dubs ([31a, b], vgl. auch [~Ic] ) .  

COOCH3 

Fig. 10. 300-MHz-1H-NMR.-Spektrum von (-)-2 ( c = 8 .  1 0 - 3 ~  in CDC1,; 328 scans) 

46) Das 1R.-Spektrum von (-)-2 ist demjenigen von (-)a sehr ahnlich: 3395141, 1780~1, 1730s, 1457w, 
1437m, 1403 w, 1382wcm-] (CHCI,). 
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