214, Junt 1995

Diss. ETH Nr. 11093

ZUR WIRKUNGSWEISE VON
P450-ABHANGIGEN ENZYMEN:

MECHANISTISCHE UND STEREOCHEMISCHE
UNTERSUCHUNGEN
MIT DEUTERIERTEN SUBSTRATEN

/

Abhandlung

zur Erlangung des Titels
Doktor der Naturwissenschaften
der
EIDGENQOSSISCHEN TECHNISCHEN HOCHSCHULE
ZURICH

vorgelegt von

THOMAS W. MEIER
DIPL. NATW. ETH

geboren am 15. Mai 1966
von Ziirich

Angenommen auf Antrag von
Prof. Dr. D. Arigoni, Referent
PD Dr. B. Jaun, Korreferent

Ziirich, April 1995



11

Zusammenfassung

In der vorliegenden Promotionsarbeit werden drei verschiedene Fragen im
Zusammenhang mit der spezifischen Wirkungsweise von Cytochrom P45
behandelt.

(1) Im Verlauf der Pregnenolonbiosynthese wird (20R,22R)-20,22-Dihydro-
xycholesterin I durch Cytochrom Pgspscc zu Pregnenolon III und Isocapron-
aldehyd IVb oxidiert.

(1.1) Zum Verlauf dieses seitenkettenspaltenden Schritts wurde die folgende
neue Hypothese formuliert: Die Ferrylkationspezies [FeV+=0] schiebt sich in
eine der zwei Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen von C-23 der Verbindung I
ein und die Zwischenstufe II fragmentiert nach dem angegebenen Mechanis-
mus zu Pregnenolon III und der Enolform IVa von Isocapronaldehyd IVb
(Abbildung I). Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde in Anlehnung an
bekannte Methoden, ausgehend von Stigmasterin, die Verbindung 23,23-
Dideuterocholesterin in sechs Stufen synthetisiert und mit einer acetongefillten
Mitochondrienfraktion aus Rindernebennieren umgesetzt. Die massenspektro-
metrische Untersuchung des niedermolekularen Spaltprodukts zeigte, dass die
zwei Deuteriummarkierungen im Verlauf der Enzymreaktion erhalten bleiben.
Dadurch wird die Hypothese widerlegt.

(1.2) Es wurde eine Variante der urspriinglichen Hypothese formuliert, nach
welcher sich das Ferrylkation [FeV+=0] in eine der Kohlenstoff-Wasserstoff-
Bindungen von C-17 bzw. C-21 der Verbindung I einschiebt und die gebildete
Zwischenstufe nach einem Mechanismus, der zu dem in Abbildung I gezeigten
analog ist, zu Isocapronaldehyd und der entsprechenden Enolform von Preg-
nenolon fragmentiert. Zur Uberpriifung dieser modifizierten Hypothese
wurde in Anlehnung an bekannte Methoden, ausgehend von Pregnenolon, die
Verbindung (20S)-20-Hydroxy-17,21,21,21-tetradeuterocholesterin in vier
Stufen synthetisiert und mit einer acetongefillten Mitochondrienfraktion
umgesetzt. Die massenspektrometrische Untersuchung des Steroidspaltprodukts
zeigte, dass die vier Deuteriummarkierungen im Verlauf der Enzymreaktion
erhalten bleiben. Die modifizierte Hypothese musste deshalb ebenfalls verwor-
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fen werden. Die Ergebnisse der eigenen Arbeiten weisen zusammen mit den
Daten aus der Literatur darauf hin, dass die Spaltung von I durch Cytochrom
P4s0scc analog zu einer Bleitetraacetat- bzw. einer Diacetoxyiodbenzolspaltung
verlauft.

(2) In den Jahren 1987 bzw. 1989 berichtete die Arbeitsgruppe von Dalton,
dass bei der Umsetzung von cis-1,4-Dimethylcyclobexan V (Abbildung II) mit
der Methanmonooxygenase aus Methylococcus capsulatus (Bath) neben VII
und IX die zwei moglichen tertidren Alkohole in einem ungefahren 2:1-
Verhiltnis gebildet werden. Das Auftreten des nach einem Inversionsmecha-
nismus gebildeten tertidren Alkohols erklirte Dalron damit, dass das nach
Abstraktion eines Wasserstoffatoms als Zwischenstufe entstandene Dimethyl-
cyclohexylradikal geniigend langlebig sei, um sich an der Enzymoberfliche
vor der Hydroxylierung drehen zu kdnnen.

(2.1) Um die enzymatische Bildung von XIV aus V zu erkldren, wurde fol-
gende neue Hypothese formuliert (Abbildung III): Die hochwertige Eisen-
sauerstoffspezies schiebt sich in eine der Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen
einer der zwei Methylgruppen von V ein. Die gebildete Zwischenstufe XVI
zerfillt entweder zum priméren Alkohol VII (Weg A) oder, in Verbindung
mit einer Hydridwanderung, zum tertidren Alkohol XIV (Weg B).

(2.2) Der im Zusammenhang mit der Uberpriifung der unter 2.1 formulier-
ten Hypothese notwendige Beleg der Konfiguration der sekundéren und ter-
tidren Alkohole wurde wie folgt erbracht:

(2.2.1) Sekundire Alkohole: Durch Hydrierung von 2,5-Dimethylphenol
wurde ein Gemisch der vier diastereomeren sekundidren Alkohole IX-XII
erhalten, welches in seine Komponenten getrennt werden konnte. Die Konfi-
guration der vier Alkohole wurde aufgrund folgender Kritereien abgeleitet:
(1) Kristallstruktur des Dinitrobenzoatderivats von XII, (2) je zwei Alkohole
kénnen zum selben Keton oxidiert werden und (3) Herstellung eines Gemischs
von X und XI durch Hydroborierung von 1,4-Dimethylcyclohexen.

(2.2.2) Tertidare Alkohole: Durch eine Grignardreaktion von Methylmagne-
siumiodid und 4-Methylcyclohexanon wurde ein Gemisch der zwei tertidren
Alkohole XIII und XIV erhalten, welches in seine Komponenten getrennt
werden konnte. Durch eine stereoselektive Synthese von XIV in fiinf Stufen,
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ausgehend von Isopren und Acrylséuremethylester via das Lacton XV, konnte
die Konfiguration der tertiliren Alkhole eindeutig belegt werden.

(2.3) Zur Uberpriifung der unter 2.1 formulierten Hypothese wurden die
deuterieriummarkierten Verbindungen XVII-XXII (Abbildung IV) in Anleh-
nung an bekannte Methoden synthetisiert und gaschromatographisch préparativ
gereinigt. Um die Frage zu beantworten, ob der in Abbildung III angegebene
Inversionsmechanismus allgemeine Giiltigkeit besitze, wurden die Verbindun-
gen V, VI und XVII-XXII mit phenobarbitalinduzierten Rattenlebermikro-
somen bzw. einem Porphyrinmodellsystem fiir Cytochrom P4so-Enzyme
umgesetzt

(2.4) Die Umsetzung der kiuflichen cis-Verbindung V mit den Rattenleber-
mikrosomen lieferte neben kleineren Mengen von VII, IX und X vorwiegend
die zwei tertiiren Alkohole XIII und XIV in einem Verhilinis von ca. 11:1.
Die Umsetzung der ebenfalls kiuflichen trans-Verbindung VI mit den Ratten-
lebermikrosomen lieferte primdare, sekundire und tertidre Alkohole in einem
ungefahren 1:1:1-Verhiltnis. Das Verhéltnis von XIII zu XIV betrug in
diesem Fall 1:8. Die Umsetzungen der deuterierten Substrate XVII bzw.
XXII lieferten neben primiren und sekunddren Alkoholen jeweils nur den
nach einem Retentionsmechanismus gebildeten tertiiren Alkohol. Die Ergeb-
nisse dieser zwei Experimente zusammen mit einem Hinweis aus einem Kon-
trollexperiment mit dem Modellsystem fiihrten dazu, dass die zwei kiuflichen
Verbindungen V und VI auf ihre Reinheit hin untersucht wurden. Dabei
wurde festgestellt, dass sowohl V als auch VI mit je ca. 0.1% der Alkohole
XIII und XIV verunreinigt waren. Die oben beschriebenen Inversionspro-
dukte riihrten vermutlich von den Verunreinigungen der Substrate her. Und in
der Tat: Bei Umsetzungen der gaschromatographisch priparativ gereinigten
Substrate V und VI mit Rattenlebermikrosomen wurden neben den priméren
und sekundéren Alkoholen jeweils nur noch der nach einem Retentionsmecha-
nismus gebildete tertidre Alkohol isoliert. Aus den Umsetzungen der deute-
rinmmarkierten Substrate mit den Mikrosomen liessen sich die folgenden
scheinbaren Isotopeneffekte berechnen: ku/kp= 4.7 (V zu XIII) bzw.
ku/kp=6.9 (VI zu XIV). Die Hydroxylierung von VI zum priméiren Alkohol
VIII verlief mit einem primidren Isotopeneffekt von ky/kp=7.0-7.3 und einem
sekundiren a-Isotopeneffekt von ku/kp=1.3.
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(2.5) Die Umsetzungen der cis- bzw. der trans-Substrate mit dem Porphyrin-
modellsystem verliefen, was die Produkteverteilung und den stereochemischen
Verlauf der Hydroxylierung betreffen, sehr dhnlich wie diejenigen mit den
Mikrosomen. Der scheinbare Isotopeneffekt betrug ku/kp=7.3 (VI zu XIV).

(2.6) Nachdem diese Arbeiten abgeschlossen worden waren, wurde die
Arbeitsgruppe von Dalton iiber unsere Ergebnisse und insbesondere iiber die
Verunreinigung der kiuflichen Verbindungen V bzw. VI informiert. In von
ihnen durchgefiihrten Enzymversuchen mit vorgingig gereinigtem Substrat V
konnten sie nunmehr iiberhaupt keine Alkohole mehr isolieren Die friiher
gemeldeten Ergebnisse scheinen also auf Artefakten des verunreinigten
Substrats zu beruhen und diirfen nicht mehr als Beleg fiir einen Inversions-
mechanismus herangezogen werden.

(3) Die Arbeitsgruppe von Groves zeigte 1978, dass die Cytochrom Pasorm2-
katalysierte Hydroxylierung von Norbornan XXIII (Abbildung V) aus-
schliesslich endo- und exo-Norborneol (XXV und XXVI) liefert. Bei der
Umsetzung des tetraexodeuterierten Derivats XXIV wurde neben den erwar-
teten Produkten, trideuteriertem XXVI bzw. tetradeuteriertem XXV, auch
14-18% tetradeuteriertes XXVI bzw. trideuteriertes XXV isoliert.

(3.1) Die Arbeit von Groves und Mitarbeitern wurde einer kritischen Analyse
unterzogen. Insbesondere wurde darauf aufmerksam gemacht, dass die Bestim-
mung des Deuteriumgehalts von endo- bzw. exo-Norborneol fehlerbehaftet ist,
da sie auf dem Vergleich der Fragmentierungsmuster der zwei Alkohole mit
denjenigen von Referenzsubstanzen beruhte. Zur Uberpriifung der Resultate
von Groves und Mitarbeitern wurde tetraexodeuteriertes Norbornan XXIV
nach bekannten Methoden aus Norbornadien hergestellt und sowohl phenobar-
bitalinduzierten Rattenlebermikrosomen als auch einem Porphyrinmodell-
system als Substrat angeboten.

(3.2) Bei der Umsetzung von XXIV mit dem Modellsystem zeigte die Aus-
wertung der Massenspektren von endo- bzw. exo-Norborneol, dass die Alko-
hole ausschliesslich nach einem Retentionsmechanismus gebildet worden wa-
ren. Der scheinbare Isotopeneffekt fiir die Hydroxylierung betrug ku/kp=4.2.
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(3.3) Fir die mikrosomenkatalysierte Hydroxylierung von Norbornan wurde
ein scheinbarer Isotopeneffekt von ky/kp=4.1 bestimmt. Anhand der Massen-
spektren der aus XXIV gebildeten Alkohole XXV bzw. XX VI konnte gezeigt
werden, dass nach der Abstraktion eines exo-Wasserstoffs nur exo-Norborneol
gebildet wurde. Startete die enzymatische Hydroxylierung hingegen mit der
Abstraktion eines endo-Wasserstoffs, so wurden neben 81% endo- auch 19%
exo-Norborneol gebildet. Die Umsetzungen von XXIV mit dem Modellsystem
bzw. mit Rattenlebermikrosomen lieferten also nicht dieselben Produkte.

(3.4) Die zwei anderen publizierten Beispiele, welche Hydroxylierungen nach
einem stereouneinheitlichen Mechanismus beschreiben, ndmlich die Oxygenie-
rung von Campher bzw. diejenige von Ethylbenzol, wurden ebenfalls kritisch
analysiert. Wahrenddem die Ergebnisse der Experimente zur Hydroxylierung
von Campher einen stereouneinheitlichen Verlauf der enzymatischen Reaktion
belegen, wurde festgestellt, dass die Ergebnisse der Arbeit mit Ethylbenzol
nicht eindeutig sind und die gezogenen Schlussfolgerungen zumindest teilweise
auf experimentellen Ungenauigkeiten beruhen.

Es fallt auf, dass alle bisher bekannten Fille von Cytochrom Pysg-katalysierten
Hydroxylierungen, bei welchen ein stereouneinheitlicher Verlauf festgestellt
wurde, mit deuterierten Substraten gemacht wurden. Die Deutung von Ergeb-
nissen aus Experimenten mit deuterierten Substraten ist aber insofern schwie-
rig, da einerseits der Deuterierungsgrad nie 100% betrdgt und andererseits die
Stereoreinheit der Substrate nur schwer iiberpriift werden kann. Auch sind die
Umsetzungen deuterierter Substrate immer einem Isotopeneffekt unterworfen,
der gerade bei picht vollstindiger Isotopenmarkierung des Substrats die
Ergebnisse verfilschen kann. Bisher ist noch keine Cytochrom Pys¢-kata-
lysierte Hydroxylierung bekannt, bei welcher ausgehend von 100% dia- bzw.
enantiomerenreinen Substraten Alkohole nach einem Inversionsmechanismus
gebildet worden wiéren.
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Summary

Three different topics concerning the mechanism of cytochrome Pyso are
experimentally tackled in this thesis.

(1) During pregnenolone biosynthesis cytochrome Pasoscc oxidizes (20R,22R)-
20,22-dihydroxycholesterol I to pregnenolone III and isocapronaldehyde IVb.

(1.1) To understand the course of the side chain cleaving step a new hypothe-
sis was formulated: the ferryl cation of cytochrome P4soscc inserts into one of
the two carbon-hydrogen bonds at C-23 of I and the intermediate II fragments
to pregnenolone III and enolform IVa of isocapronaldehyde IVb as shown in
scheme L. To investigate this hypothesis 23,23-dideuterocholesterol was synthe-
sized according to literature procedures with stigmasterol as starting material.
The substrate was incubated with an acetone dried powder of bovine adrenal
cortex. The mass spectrum of the volatile fragment unambigously shows the
preservation of both deuterium labels. Therefore, the hypothesis had to be
rejected.

(1.2) The original hypothesis was modified as follows: the ferryl cation
inserts into one of the carbon-hydrogen bonds at either C-17 or C-21 of I and
the initially formed intermediate fragments to isocapronaldehyde IVb and an
enolform of pregnenolone III in a mechanistically analogous way to the one
shown in scheme L To investigate this modified hypothesis, (20S)-20-hydroxy-
17,21,21,21-tetradeuterocholesterol was synthesized according to literature
procedures with pregnenolone as starting material. The substrate was incu-
bated with an acetone dried powder of bovine adrenal cortex. The mass
spectrum of the isolated pregnenolone shows the preservation of all four
deuterium labels. Therefore, the modified hypothesis also had to be rejected.

(2) In 1987 and 1989 Dalton and coworkers incubated cis-1,4-dimethylcyclo-
hexane V with methanemonooxygenase from the organism Methylococcus
capsulatus (Bath). In addition to small quantities of VII and IX they isolated
large amounts of the two possible tertiary alcohols in a approximate 2:1-ratio.
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One of the two alcohols must have been formed by an inversion mechanism.
Dalton explained its formation as follows: the intermediate dimethylcyclo-
hexylradical is stable enough to flip at the enzyme's surface before getting
hydroxylated.

(2.1) A new hypothesis was formulated to explain the formation of XIV
(scheme II): The enzyme bound highvalent iron species inserts into one of the
carbon-hydrogen bonds at one of the two methyl groups of V. The inter-
mediate X VI either fragments to the primary alcohol VII or, in combination
with an 1,2-hydride shift, to the tertiary alcohol XIV.

(2.2) To check on the validity of this hypothesis, it was necessary to verify the
configuration of the secondary and of the tertiary alcohols.

(2.2.1) Secondary alcohols: Hydrogenation of 2,5-dimethylphenol yielded a
mixture of the four secondary alcohols IX-XII, which could be separated. The
configuration of the four alcohols could be assigned based on the following
facts: (1) the crystal structure of the dinitrobenzoate derivative of XII was
determined, (2) the alcohols get oxidized to the same ketone by pairs and (3)
hydroboration of 1,4-dimethylcyclohexene supplies a mixture of X and XI.
(2.2.2) Tertiary alcohols: A Grignard reaction of methylmagnesiumiodide
and 4-methylcyclohexanone gave a mixture of the two tertiary alcohols XIII
and XIV, which could be separated. The configuration of the two tertiary
alcohols was determined by a stereoselective synthesis of XIV via the lactone
XV.

(2.3) To check on the validity of the hypothesis mentioned above, the
substrates X VII-XXII were synthesized according to literature procedures
(scheme IV). To answer the question, whether the inversion mechanism shown
in scheme III is generally valid, the substrates V, VI and XVII-XXII were
incubated with phenobarbital induced rat liver microsomes and with a
porphyrin model system for cytochrome Pysp, respectively.

(2.4) Incubation of the commercially available cis-substrate V with rat liver
microsomes led, in addition to small amounts of VII, IX and X, to the two
alcohols XIII and XIV in a ratio of 11:1. The incubation of the trans-
substrate VI led to primary, secondary and tertiary alcohols in an equal ratio.
XIII and XIV were obtained in a ratio of 1:8. Incubations of the deuterated
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substrates X VII and XXII led, in addition to primary and secondary alcohols,
only to the tertiary alcohol formed by a retention mechanism. These results, in
combination with a hint from control experiments with the porphyrin model,
led us to check on the purity of the two commercially available substrates V
and VI. Analysis by GC showed that each of them was contaminated with
0.1% of each of the two tertiary alcohols, XIII and XIV. After a purification
step by preparative gaschromatography an incubation of the pure substrates, V
and VI, with rat liver microsomes led, in addition to primary and secondary
alcohols, exclusively to the tertiary alcohol formed by a retention mechanism.
Kinetic isotope effects were calculated from incubations of the labelled
substrates: kup/kp=4.7 (V to XIII) and ky/kp=6.9 (VI to XIV). The
hydroxylation of VI to the primary alcohol VIII shows a primary isotope
effect of ky/kp=7.0-7.3 and a secondary a¢-isotope effect of ky/kp=1.3.

(2.5) The results of incubations of the cis- and the trans-substrates with the
porphyrin model show large similarities with regard to product distribution
and stereochemical course of the hydroxylation between the enzymatic and
nonenzymatic hydroxylation system. The kinetic isotope effect was ku/kp=7.3
(VI to XIV),

(2.6) After these experiments had been carried out, we informed Dalton and
coworkers about our results and especially about the contaminations of the
commercially available substrates V and VI with tertiary alcohols. After
purification of the substrates, Dalton’s enzymes were no longer able to
produce any alcohols at all with substrate V. It seems that the results published
earlier were based on the presence of artefacts in the starting material.
Therefore, these results must not be cited as proof for an inversion
mechanism.

(3) Groves and coworkers showed in 1978, that cytochrome P4sopmz catalyzes
the hydroxylation of norbornane XXIII (scheme V) to endo- and exo-
norborneol (XXV and XXVI). An incubation of the tetraexodeuterated
derivative XXIV gave, in addition to the expected trideuterated XXVI and
tetradeuterated XXV, 14-18% of tetradeuterated XXVI and trideuterated
XXV, respectively.
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(3.1) Groves' results were critically examined. The determination is based on
comparison between mass spectral fragments of the enzymatically formed
alcohols and of reference alcohols. It was shown that this method is faulty. In
order to check on the results of Groves and coworkers, it was necessary to
synthesize XXIV and incubate it with phenobarbital induced rat liver
microsomes and the porphyrin model system, respectively.

(3.2) According to the mass spectra of the alcohols produced in an incubation
of XXIV with the model system both alcohols, XXV and XXVI, were
formed exclusively by a retention mechanism. The kinetic isotope effect was
ku/kp=4.2.

(3.3) The kinetic isotope effect of the hydroxylation catalyzed by rat liver
microsomes was found to be ku/kp=4.1. The mass spectra of the alcchols
obtained in this experiment showed, that only exo-norborneol is formed after
an initial exo-hydrogen abstraction. When the enzyme catalyzed hydroxylation
started with an endo-hydrogen abstraction, 81% endo- and 19% exo-
norborneol were found. The results obtained with rat liver microsomes clearly
differ from those obtained with the porphyrin model.

(3.4) The two other reports on hydroxylations with partial stereochemical
scrambling, namely the oxygenation of campher and of ethylbenzene, were
also critically re-investigated. Whereas the results obtained in experiments
with campher clearly prove a stereochemical scrambling, the results obtainend
in experiments with ethylbenzene are ambigous because of experimental
inaccuracies.

It is striking that all known examples of cytochrome P4sg-catalyzed hydroxy-
lations stated to occur with partial stereochemical scrambling were performed
with deuterated substrates. The interpretation of results from experiments with
deuterated substrates is difficult in that a substrate is never fully deuterated and
in that it is difficult to be sure about the stereochemical purity of a labelled
substrate. Moreover all incubations with deuterated substrates are subject to an
isotope effect, which may significantly alter results obtained with only
partially labelled substrates. There is no known example of a cytochrome Pssgo
catalyzed hydroxylation, which oxygenates stereochemically pure substrates to
alcohols by an inversion mechanism. :





