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Zwei m i l d e , r e g i o s e l e k t i v c Abbamnetboden von B i 1 i p r o t e i n - C h r o m o -
p h o r e n * * 

Von Werner K u f e r , C o r i n n a Krause und Hugo Scheer* 

B i l i p r o t e i n e s i n d w i c h t i g e R e z e p t o r p i g m e n t e d e r P h o t o s y n t b e s e 
( P b y c o b i l i p r o t e i n e ) und d e r p f l a n z l i c h e n Pbotomorpbogenese ( P b y t o -
chrom, Phycocbrome) / i / . D i e G a l l e n f a r b s t o f f - C b r o m o p b o r e s i n d 
k o v a l e n t über e i n e T h i o e t h e r - B i n d u n g an Ri n g A an das P r o t e i n ge
bunden / " } / , e i n e z w e i t e Bindung i s t u m s t r i t t e n /k/. Eine wesent
l i c h e chemische Metbode z u r Strukturaufklärung des Chromophor-
t e i l s war b i s h e r d e r Chromsäureabbau / 5 / · Eine p r i n z i p i e l l e 
L i m i t i e r u n g d i e s e s V e r f a h r e n s i s t j e d o c h d e r V e r l u s t von I n f o r m a 
t i o n über S u b s t i t u e n t e n an o < - p y r r o l i s e h e n (C-k, 6 , 9 , 1 1 , H , l 6 ) 

und M e t h i n - P o s i t i o n e n ( C - 5 , 10 , 1 5 ) . Wegen des n i e d r i g e n pH-Wertes 
beim Abbau s i n d auch Aussagen Uber e i n e z w e i t e B i n d u n g s s t e l l e 
s c h w i e r i g /k/. Es s i n d d e s h a l b V e r f a h r e n wünschenswert, b e i denen 
das Tetrapyrrolgerüst w e n i g e r w e i t und u n t e r m i l d e r e n Bedingungen 
abgebaut w i r d . Es werden h i e r e r s t m a l s zwei s o l c h e A b b a u v e r f a h r e n 
* 

P r o f . Dr. B. Scheer, Dr. W. K u f e r , Dr. C. Krause 
B o t a n i s c h e s I n s t i t u t d e r Universität München, 
Menzinger Straße 6 7 , D - 8 0 0 0 München 19 

«» 

Untersuchungen an p f l a n z l i c h e n G a l l e n f a r b s t o f f e n . 10. M i t 
t e i l u n g , 9 · M i t t e i l u n g : C. Krause und B. Scheer, Photochem. 
P h o t o b i o l . 3Ί, ( l 9 8 l ) 385. 
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b e s c h r i e b e n , welche d i e Chromophore s e l e k t i v zwischen den Ringen 
Α und Β bzw. den Ringen Β und C s p a l t e n . S i e s i n d g l e i c h z e i t i g 
e i n B e i s p i e l dafür, w i e d i e Reaktivität von G a l l e n f a r b s t o f f e n 
d u r c h k o n t r o l l i e r t e O x i d a t i o n bzw. R e d u k t i o n g e z i e l t beeinflußt 
werden kann, und s i n d d a m i t von g e n e r e l l e r Bedeutung für r e g i o -
s e l e k t i v e R e a k t i o n e n und d i e A n a l y t i k von G a l l e n f a r b s t o f f e n . 

B e i der e r s t e n R e a k t i o n (Schema l ) e r f o l g t e i n e r e g i o s e l e k t i v e 
S p a l t u n g an d e r C-5 Methinbrücke. Der k o n t r o l l i e r t e Abbau von 
B i l i v e r d i n e n zu F o r m y l t r i p y r r i n o n e n g e l a n g d u r c h Photooxy-
g e n i e r u n g / 6 / , Behandlung m i t T h a l l i u m t r i f l u o r a c e t a t / l / oder 
e l e k t r o c h e m i s c h /8/, B e i A - D i h y d r o b i l i n e n i s t e i n e g l a t t e r e g i o -
s e l e k t i v e S p a l t u n g an C-5 möglich / 6 / . Der Zink-Komplex von 1 

v e r l i e r t u n t e r schwach b a s i s c h e n Bedingungen den h y d r i e r t e n R i n g 
Α u n t e r B i l d u n g von 2 . Da das K o n j u g a t i o n s s y s t e m von 1 dem von 
Ph y c o c y a n i n 3, u n c l Pbytochrom P r e n t s p r i c h t , e r s c h i e n d i e s 
R e a k t i o n a l s m i l d e s A b b a u v e r f a h r e n für B i l i p r o t e i n e g e e i g n e t . 

2 aus S p i r u l i n a p l a t e n s i s ( 0 . 0 5 mM) wurde d u r c h Zugabe von Harn
s t o f f (8 M) e n t f a l t e t /9/. B e i Zugabe von Z i n k a c e t a t ( 0 . 0 5 mM) 
und T i t r a t i o n m i t NaOR a u f pH 9·5 b i l d e t s i c h das c h a r a k t e r i s 
t i s c h e Z w i s c h e n p r o d u k t / 5 / ( λ π β χ « 720 nm, F i g . l ) , w elches 
i n n e r h a l b von 8 min zum Zink-Komplex von r e a g i e r t ( F i g . l ) . 
Bemerkenswert i»t b e i diesem P r o d u k t das im V e r g l e i c h zu Zn - 2 

/ 6 / geänderte IntensitätsVerhältnis d e r b e i d e n Banden b e i etwa 
620 und 580 nm. Es h a n d e l t s i c h d a b e i um e i n e S o l v a t o c h r o m i e , 
wobei v e r m u t l i c h das G l e i c h g e w i c h t von zwei u n t e r s c h i e d l i c h 
k o m p l e x i e r t e n Tautomeren von 5_b / 6 / v e r s c h o b e n w i r d . So be
trägt z.B. beim Zn-Komplex von 5a das Intensitäteverhältnis 
de r längerwelligen z u r kürzerwelligen Bande i n Methanol 1 .75 , 

i n wäßriger Lösung (pH 7 . 5 ) j e d o c h n u r 0 . 5 · T r y p t i s c h abgebaute: 
2 r e a g i e r t e n t s p r e c h e n d . D i e b e i d e n R e a k t i o n e n u n t e r s c h e i d e n s i b 
j e d o c h d a d u r c h , daß n u r im z w e i t e n F a l l das f r e i e T r i p y r r i n o n 
2& bzw. 5b aus dem R e a k t i o n s g e m i s c h i s o l i e r t werden k o n n t e . Die 
I d e n t i f i z i e r u n g e r f o l g t e d u r c h HPTLC- und a b s o r p t i o n s s p e k t r o s -
k o p i s c h e n V e r g l e i c h sowohl der f r e i e n Säure 5a ( T o l u o l / E i s e s s i g 
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Wasser - 5 / 5/l>Oberpbase) a l s auch des D i m e t h y l e s t e r a jjb ( s i e b e 
A r b e i t s v o r s c h r i f t l ) j e r h a l t e n d u r c h V e r e s t e r u n g m i t BF^/MeOH, 
a i t a u t h e n t i s c h e m £a ( T a b e l l e l ) bzw. L e t z t e r e wurden aus 
Phycocyanobi1 i n 6a bzw. dessen D i m e t h y l e s t e r 6b d u r c h R e a k t i o n 
m i t Z n 2 * und 0H~ i n Methanol d a r g e s t e l l t . 

D i e b e s c h r i e b e n e S p a l t u n g zwischen den Ringen Λ und Β i s t d a m i t 
zur q u a l i t a t i v e n A n a l y t i k von G a l l e n f a r b s t o f f e n g e e i g n e t . Die 
r e l a t i v m i l d e n R e a k t i o n s b e d i n g u n g e n machen s i e darüber hi n a u s 
auch f u r d i e Untersuchung d er b i s h e r u m s t r i t t e n e n z w e i t e n 
B i n d u n g s e t e l l e i n B i 1 i p r o t e i n e n z u r Propionsäureseitenkette d e r 
Ringe Β oder C g e e i g n e t . Diese würde auch nach d e r S p a l t u n g das 
T r i p y r r i n o n - Fragment 5._d an das P r o t e i n b i n d e n . Tatsächlich 
konnte f r e i e s ]5a D z w « %}> nur nach d e r R e a k t i o n von t r y p t i s c h 
abgebautem 2 i e o l i e r t werden. Da T r y p s i n neben d e r P r o t e o l y s e 
auch E s t e r - oder Amidbindungen zum Chromophor s p a l t e n kann, wäre 
d i e s e i n H i n w e i s a u f d i e E x i s t e n z e i n e r s o l c h e n z w e i t e n Bindung. 
A l l e r d i n g s i s t e i n e s i c h e r e Aussage d u r c h zwei gegenläufige 
F a k t o r e n e r s c h w e r t : Einmal i s t auch u n t e r den v e r g l e i c h s w e i s e 
m i l d e n Abbaubedingungen noch e i n e p a r t i e l l e H y d r o l y s e möglich, 
wie d i e I s o l i e r u n g des M o n o m e t h y l e s t e r s 5c ( T a b e l l e l ) aus dem 
D i m e t h y l e s t e r 6b z e i g t . Zum anderen läßt s i c h b e i der R e a k t i o n von 

2+ 
d e n a t u r i e r t e m J das Zn n i c h t mehr vollständig vom P r o t e i n 
t r e n n e n . Da T r i p y r r i n o n e g u t e K o m p l e x b i l d n e r s i n d /ΐθ/, könnte 
d i e s zu e i n e r A s s o z i a t i o n des Abbauproduktes m i t dem P r o t e i n 
führen. 
Bei der z w e i t e n Abbaumetbode (Schema 2) werden d i e s e S c h w i e r i g 
k e i t e n w e i t g e h e n d vermieden. S i e i s t z u g l e i c h komplementär z u r 
e r s t e n , da s i e r e g i o s e l e k t i v zwischen den Ringen Β und C s p a l t e t . 
Eine s o l c h e r e g i o s e l e k t i v e S p a l t u n g i s t i n s b e s o n d e r e für B i l i 
r u b i n b e k a n n t t Die D i a z o r e a k t i o n i s t e i n e w i c h t i g e , auch k l i n i s c h 
g e n u t z t e a n a l y t i s c h e R e a k t i o n d i e s e r Pigmente / l l / , b e i d e r z.B. 
M e s o b i l i r u b i n / l / m i t a r o m a t i s c h e n D i a z o n i u m e a l z e n zu den Azover-
bindungen 8 und 9 r e a g i e r t . Die D i a z o r e a k t i o n i s t zwar a u f höher 
o x i d i e r t e Gal 1 e n f a r b s t o f f e w i e d i e Chromophore von B i 1 i p r o t e i n e n 
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F l g . 1 : A b s o r p t i o n s s p e k t r o s k o p i s c h e V e r f o l g u n g d e r Oxygenierung 
v o n H a r n s t o f f (8 M ) - d e n a t u r i e r t e m P h y c o c y a n i n ^ i n T r i s - P u f f e r 
(pH 10) i n Gegenwart e i n e r äquimolaren Menge Z i n k a c e t a t . D i e 
S p e k t r e n wurden j e w e i l s im Ab s t a n d von 2 min a u f g e z e i c h n e t . 

UV-Vis; F r e i e Base: 

λ (tun) , K a t i o n ; 

i n MeOH Zink-Komplex: 

XI1-NMR 

(% -Werte) 

in C 2HC1 3) 

F r e i e Base; 

5a 2£ 
5 2 6 , 4 9 7 

5 8 2 , 3 2 0 

6 1 4 , 5 7 2 

9.82(CH0), 6.80 
( 5-H), 5.85(10-H) 
3 . 6 7 , 3 . 6 5 ( 2 χ 
OCH ) 

526,498 

578,320 

616,572 

9.85 (CH0), 6.85 ( 5 - H ) , 

5.84 ( l 0 - H ) , 3 . 6 6 ( l χ OCH^ 

T a b e l l e 1: C h a r a k t e r i s t i s c h e spektroskopiec.be Daten d e r 
F o r m y l t r i p y r r i n o n e |a und g c . 

n i c h t d i r e k t anwendbar, wohl aber nach d e r e n v o r h e r i g e r R e d u k t i o n 
/ l 2 / . D ie kürzlich b e s c h r i e b e n e s e l e k t i v e R e d u k t i o n d e r Chromo
phore von Phy c o c y a n i n ^ und Phytochrom | r ( 4 ) z u Rubinen w i e 10 
/ l 3 / machte e i n e n z w e i s t u f i g e n Abbau p r a k t i k a b e l . 

Dazu wurde P h y c o c y a n i n ^ im e r s t e n S c h r i t t m i t N a t r i u m b o r h y d r i d 
r e d u z i e r t . Nach E n t f e r n e n des überschüssigen Reagens d u r c h G e l 
f i l t r a t i o n wurde m i t 5- b i s 10-fachem Überschuß von Di a z o n i u m -
s a l z , z.B. d i a z o t i e r t e m E t h y l a n t h r a n i l a t , u m g e s e t z t ( s i e h e A r 
b e i t s v o r s c h r i f t I I ) . B e i d e r R e a k t i o n von 3 e r h i e l t man e i n P r o 
d u k t g e m i s c h m i t einem l a n g w e l l i g e n Absorptionsmaximum b e i 
486 nm ( F i g . 2 ) . Es k o n n t e d u r c h G e l f i l t r a t i o n oder E x t r a k t i o n 
m i t o r g a n i s c h e n Lösungsmitteln i n zwei F r a k t i o n e n a u f g e t r e n n t 
werden, von denen d i e n i e d e r m o l e k u l a r e bzw. w e n i g e r p o l a r e b e i 
522 nm a b s o r b i e r t . Dieses Absorptionsmaximum i s t t y p i s c h für 
d i e Pyrromethenon-Azo -Verbindungen 8 und 9· D i e f r e i e n Säuren 
8a und 9 s i n d i n dem verwendeten L a u f m i t t e l ( C h l o r o f o r m / 
E t h y l a c e t a t « l : l ) / l 4 / a u f K i e s e l g e l n i c h t t r e n n b a r . Nach Ver
e s t e r u n g m i t Diazomethan e r w i e s s i c h d i e 522 n m - F r a k t i o n b e i der 
DC ( B e n z o l / E t h y l a c e t a t » 9 i l ) / l 5 / a l s i d e n t i s c h m i t a u t h e n t i s c h e m 
8b. Es stammt o f f e n s i c h t l i c h aus den Ringen C und D von 2· Die 
I d e n t i f i z i e r u n g b e d e u t e t e i n e n unabhängigen Beweis d i e s e r P a r t i a l -
s t r u k t u r und z e i g t , daß s i c h d i e b e s c h r i e b e n e R e a k t i o n s f o l g e 
z u r schonenden q u a l i t a t i v e n A n a l y s e von B i l i p r o t e i n - C h r o m o p h o r e n 
e i g n e t . D i e z w e i t e , h o c h m o l e k u l a r e und p o l a r e r e F r a k t i o n h a t 
e i n kürzerwelliges Absorptionsmaximum b e i 480 nm. A u f g r u n d d i e s e r 
E i g e n s c h a f t e n enthält s i e wohl p r o t e i n g e b u n d e n das d i a z o t i e r t e 
Ring-Α,B-Fragment des Chromophore 3 t welches f o r m a l einem 2 - V i n y l -
p y r r o l e n t s p r i c h t ( l l ) . 
E i n e vorläufige q u a n t i t a t i v e A n a l y s e des Reaktionsgemisches e r g a b , 
daß etwa 14 % der im Rohgemisch b e i 520 nm vorhandenen E x t i n k 
t i o n ( 8a) m i t o r g a n i s c h e n Lösungsmitteln e x t r a h i e r b a r bzw. d u r c h 
G e l f i l t r a t i o n a b t r e n n b a r i s t . Damit enthält o f f e n s i c h t l i c h z u 
m i n d e s t e i n T e i l d e r Chromophore k e i n e B i n d u n g s s t e l l e an den 
Ringen C oder D des Tetrapyrrolgerüstes. Ph y c o c y a n i n 3, enthält 
d r e i Chromophore m i t u n t e r s c h i e d l i c h e r Proteinumgebung. Das f o r m a l e 
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I g : R = Κ o d e r P r o t e i n § | : R = Η I i 

§ § : R * P r o t e i n 

Schema i . R ' • I - E t . - . o x y c i i r b o : - . . / "l P^eny 1 
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t r i t t ( λ Λ Λ χ - 400 ne, F i g . 2 ) . Bei U n t e r e m d u r f i e es « i c h um 
das b e r e i t e früher p o s t u l i e r t e / l 6 / , d i e Ringe C,D e n t h a l t e n d e 
Z w i s c h e n p r o d u k t e d e r D i a z o r e a k t i o n h a n d e l n , w e l c h e * u n t e r den 
R e a k t i o n s b e d i n g u n g e n gegen e i n e n w e i t e r e n A n g r i f f des D i a z o n i u n -
e a l z e e s t a b i l i s i e r t i s t . 
D iese auch für den Mechanismus der D i a z o r e a k t i o n i n t e r e s s a n t e n 
Punkte werden d e r z e i t u n t e r s u c h t . 

A r b e i t s v o r s c h r i f t e n t 
1 : 7 mg 6b ( l l . 4 y u m o l ) werden i n 100 mL Methanol gelöst, m i t 
e i n e r äquimolaren Menge Z i n k a c e t a t i n Methanol v e r s e t z t und m i t 
m e t h a n o l i s c h e r K a l i l a u g e ( 0 . 1 M) b i s zum Farbumscblag nach h e l l 
grün t i t r i e r t . D i e Mischung w i r d 15 min im o f f e n e n Gefäß gerührt 
und anschließend zw i s c h e n M e t h y l e n c h l o r i d und Salzsäure ( l mM) 
v e r t e i l t . D i e n e u t r a l gewaschene o r g a n i s c h e Phase w i r d über NaCl 
g e t r o c k n e t , im Vakuum e i n g e e n g t und an K i e s e l g e l Η ( M e r c k ) 
c h r o m a t o g r a p h i e s ( 2 0 χ 20 cm P l a t t e n , 0 .5 mm S c h i c h t d i c k e , 
B e n z o l / E t h a n o l - 9 : l ) . A l s Hauptprodukt wurde 5b i n 25 % Ausbeute 
e r h a l t e n , daneben e n t s t a n d ^c i n 8 % Ausbeute. A l s w e i t e r e s 
Nebenprodukt wurde i n 5 % Ausbeute e i n d r i t t e s Pigment m i t dem 
g l e i c h e n A b s o r p t i o n s s p e k t r u m wie 5 e r h a l t e n , b e i dem es s i c h 
a u f g r u n d von M o d e l l u n t e r s u c h u n g e n m i t 1 um e i n 1 - C a r b o x y t r i -
p y r r i n o n h a n d e l n dürfte. I n g l e i c h e r Weise wurde t r y p t i s c h abge
b a u t e s ( l h, pH 6 . 5 ) bzw. d e n a t u r i e r t e s (8 Μ H a r n s t o f f ) P h y c o c y a n i n 
2 au« S p i r u l i n a p l a t e n s i a / 9 / m i t Z n 2 + b i s zum Farbumscblag 
t i t r i e r t ( F i g . t ) , 15 »in an der L u f t gerührt und d u r c h E x t r a k t i o n 
d e r a u f pH 2 g e b r a c h t e n Reaktionslösung m i t 1-Butanol bzw. d u r c h 
F i l t r a t i o n über B i o g e l P2 a u f g e a r b e i t e t . 

I I : P h y c o c y a n i n 2 (50yuM Cbromopbore) w i r d i n P h o s p h a t p u f f e r 
(10 mL, 50 mM, pH 7 . 5 , 8 Μ H a r n s t o f f ) d e n a t u r i e r t und im E i s b a d 
m i t 500^uL e i n e r Lösung von NaBH^ (0.48 M) im g l e i c h e n P u f f e r 
v e r s e t z t . Nach 30 min wurde nochmals m i t der g l e i c h e n Menge 
NaBH^ v e r s e t z t und nach w e i t e r e n 30 min b e i 4°C über e i n e B i o g e l -
P2-Säule ( 2 . 5 χ 18 cm, äquilibriert m i t dem g l e i c h e n P u f f e r ) 
f i l t r i e r t . 2 . 0 mL d i e s e s F i l t r a t e wurden im Eisbad m i t 40y<uL 
Diazoreagens ( 2 0 mM) v e r s e t z t und 15 min s t e h e n g e l a s s e n . Zur 
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F i g . 2: R e d u k t i o n von P h y c o c y a n i n 2 m i t NaBH^ und anschließende 
D i a z o r e a k t i o n . E l e k t r o n e n a n r e g u n g s s p e k t r e n v o n : 2 * d e n a t u r i e r t 
m i t H a r n s t o f f (8 M) i n K a l i u m p h o s p h a t p u f f e r ( l O mM, pH 7 . 5 ) 

( — — — ) ; n a c h Umsetzung m i t NaBH^ und E n t f e r n e n des R e d u k t i o n s 
m i t t e l s d u r c h Gel f i l t r a t i o n ( — ) ; n a c h w e i t e r e r Umsetzung 
m i t d i a z o t i e r t e m E t h y l a n t h r a n i l a t ( - . - . - . - , - ) . 

D e f i z i t an 8 wäre p r i n z i p i e l l d a d u r c h zu erklären, daß zwe i d e r 
Chromophore über e i n e z w e i t e P r o t e i n b i n d u n g s s t e l l e verfügen und 
d a m i t k e i n f r e i e s 8a l i e f e r n . E i n e e i n d e u t i g e Klärung b e d a r f 
j e d o c h weiterführender U n t e r s u c h u n g e n , da ( a ) d i e E x t i n k t i o n s 
k o e f f i z i e n t e n von 11 b i s h e r n i c h t b e k a n n t s i n d , ( b ) Asym m e t r i e 
von 10 auch e i n e u n t e r s c h i e d l i c h e Ausbeute an 8 und 11 möglich 
macht, und ( c ) b e i d e r R e a k t i o n e i n w e i t e r e s H a u p t p r o d u k t a u f 

E x t r a k t i o n von 8a w i r d d i e Lösung nacheinander m i t 2 mL und 1 mL 
2- B u t a n o l e x t r a h i e r t . D i e v e r e i n i g t e n E x t r a k t e wurden m i t 3 mL 
C h l o r o f o r m und 3 mL Wasser v e r s e t z t und d i e o r g a n i s c h e Phase m i t 
Wasser gewaschen, m i t NaCl g e t r o c k n e t und im S t i c k s t o f f s t r o m e i n 
g e e n g t . Zur V e r e s t e r u n g wurde das Pigment i n C h l o r o f o r m gelöst, 
m i t e i n e r e t h e r i s c h e n Lösung von Diazomethan v e r s e t z t und nach 
15 min im Vakuum e i n g e e n g t z u r Chromatographie. A l s V e r g l e i c h s 
p i g m e n t e für d i e Dünnschichtchromatographie wurde e i n Gemisch von 
8a und 9 d u r c h Umsetzung von M e s o b i l i r u b i n 7 m i t d i a z o t i e r t e m 
E t h y l a n t h r a n i l a t i n abs o l u t e m E t h a n o l d a r g e s t e l l t . D i e e n t s p r e c h e n 
den M e t h y l e s t e r wurden daraus d u r c h n a c h f o l g e n d e V e r e s t e r u n g 
m i t Diazomethan i n C h l o r o f o r m e r h a l t e n . 
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