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2Zwei milde, regioselektive Abbaumethoden von Biliprotein-Chromo-
0 —— = ——————————
phoren**

Von Werner Kufer, Corinna Krauss und Hugo Scheer*

Biliproteine sind wichtige Rezeptorpigmente der Photosynthese
(Phycobiliproteine) und der pflanzlichen Photomorphogenese (Phyto-
chrom, Phycochrome) /1/.Die Gallenfarbstoff-Chromophore sind
kovalent iiber eine Thioether-Bindung an Ring A an das Protein ge-
bunden /3/, eine zweite Bindung ist umstritten /4/. Eine wesent-
liche chemische Methode zur Strukturaufkldrung des Chromophor-
teils war bisher der Chromsdureabbau /5/. Eine prinzipielle
Limitierung dieses Verfahrens ist jedoch der Verlust von Informa-
tion iiber Substituenten an o -pyrrolischen (C-4, 6, 9, 11, 14, 16)
und Methin-Positionen (C-5, 10, 15). Wegen des niedrigen pB-Wertes
beim Abbau sind auch Aussagen iiber eine zweite Bindungsstelle
schwierig /4/. Es sind deshalb Verfahren wiinschenswert, bei denen
das Tetrapyrrolgeriist weniger weit und unter milderen Bedingungen

abgebaut wird. Es werden hier erstmals zwei solche Abbauverfahren

* Prof. Dr. H. Scheer, Dr. W. Kufer, Dr. C. Krauss
Botanisches Institut der Universitat Miinchen,

Menzinger StraBe 67, D-80oo Miinchen 19

i Untersuchungen an pflanzlichen Gallenfarbstoffen. 10, Mit-

teilung, 9. Mitteilung: C. Krauss und H. Scheer, Photochem,
Photobiol. 34, (1981) 385.
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beschrieben, welche die Chromophore selektiv zwischen den Ringen
A und B bzw. den Ringen B und C spulten. Sie sind gleichzeitig
ein Beispiel dafiir, wie die Reaktivitdt von Gallenfarbstoffen
durch kontrollierte Oxidation bzw. Reduktion gezielt beeinflufBt
werden kann, und sind damit von genereller Bedeutung fir regio~-
selektive Reaktionen und die Analytik von Gallenfarbstoffen.

Bei der eraten Reaktion (Schema 1) erfolgt eine regioselektive
Spaltung an der C-5 Methinbriicke. Der kontrollierte Abbau von
Biliverdinen zu Formyltripyrrinonen gelang durch Photooxy-
genierung /6/, Bebandlung mit Thalliumtrifluoracetat /7/ oder
elektrochemisch /8/. Bei A-Dihydrobilinen ist eine glatte regio-
selektive Spaltung an C-5 méglich /6/. Der Zink-Komplex von 1
verliert unter schwach basischen Bedingungen den hydrierten Ring
A unter Bildung von 2. Da das Konjugationssystem von 1 dem von
Phycocyanin 3 und Phytochrom 5: 4 entspricht, erschien dies

Reaktion als mildes Abbauverfahrén fiir Biliproteine geeignet.

2 sus Spirulina platensis (0.05 mM) wurde durch Zugabe von Harn-
stoff (8 M) entfaltet /9/. Bei Zugabe von Zinkacetat (0.05 mM)
und Titration mit NaOH auf pH 9.5 bildet sich das charakteris«
tische Zwischenprodukt /5/ (Amax = 720 nm, Fig. 1), welches
innerbalb von 8 min zum Zink-Komplex von 5 b reagiert (Fig. 1).
Bemerkenswert ist bei diesem Produkt das im Vergleich zu Zn-2
/6/ geénderte Intensitiétsverhdltnis der beiden Banden bei etwa
620 und 580 nm. Es handelt sich dabei um eine Solvatochromie,
wobei vermutlich das Gleichgewicht von zwei unterschiedlich
komplexierten Tautomeren von 5 b /6/ verschoben wird. So be-
trégt z.B. beim In-Komplex von Ja das Intensitdtsverhdltnis

der ldngerwelligen zur kiirzerwelligen Bande in Methanol 1.75,

in wéBriger Lésung (pE 7.5) jedoch nur 0.5. Tryptisch abgebaute
2 reagiert entsprechend. Die beiden Reaktionen unterscheiden sib
jedoch dadurch, daB nur im zweiten Fall das freie Tripyrrinon

2: bzw. 22 aus dem Reaktionsgemisch isoliert werden konnte., Die
Identifizierung erfolgte durch HPTLC- und absorptionsspektros-
kopischen Vergleich sowohl der freien Sdure 52 (Toluol/Eisessig
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Fig. 1: Absorptionsspektroskopische Verfolgung der Oxygenierung
von Harnstoff (8 M)-denaturiertem Phycocyanin 2 in Tris-Puffer
(pH 10) in Gegenwart einer dquimolaren Menge Zinkacetat. Die
Spektren wurden jeweils im Abstand von 2 min aufgezeichnet

38 2
UV-Visg: Freie Base: 526,497 526,498
A (am), Kation: 582,320 578,320
in MeOH Zink-Komp] ex: 614,572 616,572
1-NMR Freie Base: |9.82(CHO), 6.80 |9,85 (CHO), 6.85 (5-H),
- (5-H), 5.85(10-H)
(% -Werte) 3.67, 3.65(2 x |5.84 (10-H),3.66(1 x OCH,)
. 0c335
in C Hcls)

Tabelle 1: Charakteristische spektroskopische Daten der

Formyltripyrrinone Ja und Jc.
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Wasser = 5/5/1;0berphase) als auch des Dimethylesters 50 (siehe
Arbeitsvorschrift 1)) erhalten durch Veresterung mit BF,/H.OE.
mit authentischenm 2: (Tabelle 1) bzw. 23. Letztere wurden aus
Phycocyanobilin §= bzw. dessen Dimethylester é! durch Reaktion
mit an’ und OB~ in Methanol dargestellt.

Die beschriebene Spaltung zwischen den Ringen A und B ist damit
zur qualitativen Analytik von Gallenfarbstoffen geeignet. Die
relativ milden Reaktionsbedingungen machen sie dariiber hinaus
auch fiir die Untersuchung der bisher umstrittenen zweiten
Bindungsstelle in Biliproteinen zur Propionsdureseitenkette der
Ringe B oder C geeignet. Diese wiirde auch nach der Spaltung das
Tripyrrinon - Fragment 2_2 an das Protein binden. Tatsidchlich
konnte freies 2: bzw. ob nur nach der Reaktion von tryptisch
abgebautem 3 isoliert werden. Da Trypsin neben der Proteolyse
auch Ester- oder Amidbindungen zum Chromophor spalten kann, wire
dies ein Hinweis auf die Existenz einer solchen zweiten Bindung.
Allerdings ist eine sichere Aussage durch zwei gegenlaufige
Faktoren erschwert: Einmal ist auch unter den vergleichsweise
milden Abbaubedingungen noch eine partielle Hydrolyse mdglich,
wie die Isolierung des Monomethylesters 2¢ (Tabelle 1) aus dem
Dimethylester §2 zeigt. Zum anderen 1&Bt sich bei der Reaktion von
denaturiertem 2 das an’ nicbt mehr vollstdndig vom Protein
trennen. Da Tripyrrinone gute Komplexbildner sind /10/, kénnte
dies zu einer Assoziation des Abbauproduktes mit dem Protein

fiihren.

Bei der zweiten Abbaumethode (Schema 2) werden diese Schwierig-
keiten weitgehend vermieden. Sie ist zugleich komplementdr zur
ersten, da sie regioselektiv zvischen den Ringen B und C spaltet.
Eine solche regioselektive Spaltung ist insbesondere fiir Bili-
rubin bekannt: Die Diazoreaktion ist eine wichtige, auch klimisch
genutzte analytische Reaktion dieser Pigmente /11/, bei der z.B.
Mesobilirubin /7/ mit aromatischen Diazoniumsalzen zu den Azover-
bindungen 8 und 9 reagiert. Die Diazoreaktion ist zvar auf hoher

oxidierte Gallenfarbatoffe wie die Chromophore von Biliproteinen
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nicht direkt anwendbar, wohl aber nach deren vorberiger Reduktion
/12/. Die kiirzlich beschriebene selektive Reduktion der Chromo-
phore von Phycocyanin J und Phytochrom gr(g)zu Rubinen wie 10
/13/ machte einen zweistufigen Abbau praﬁtiknhel.

Dazu wurde Phycocyanin 2 im ersten Schritt mit Natriumborhydrid
reduziert. Nach Entfernen des iiberschiissigen Reagens durch Gel-
filtration wurde mit 5- bis 10-fachem UberschuS von Diazonium-
salz, z.B. diazotiertem Ethylanthranilat, umgesetzt (siebe Ar-
beitsvorschrift II). Bei der Reaktion von 3 erhielt man ein Pro-
duktgemisch mit einem langwelligen Absorptionsmaximum bei

486 nm (Fig. 2). Es konnte durch Gelfiltration oder Extraktion

mit organischen Losungsmitteln in zwei Fraktionen aufgetrennt
werden, von denen die niedermolekulare bzw. weniger polare bei

522 nm absorbiert. Dieses Absorptionsmaximum ist typisch fiir

die Pyrromethenon-Azo -Verbindungen 8 und 9. Die freien Sduren

8a und 9 sind in dem verwendeten Laufmittel (Chloroform/
Ethylacetat = 1:1) /14/ auf Kieselgel nicht trennbar. Nach Ver-
esterung mit Diazomethan erwies sich die 522 nm-Fraktion bei der
DC (Benzol/Ethylacetat = 9:1) /15/ als identisch mit authentischem
8b. Es stammt offensichtlich aus den Ringen C und D von 3. Die
Identifizierung bedeutet einen unabhéngigen Beweis dieser Partial-
struktur und zeigt, daB sich die beschriebene Reaktionsfolge-

zur schonenden qualitativen Analyse von Biliprotein-Chromophoren
eignet. Die zweite, hochmolekulare und polarere Fraktion hat

ein kiirzerwelliges Absorptionsmaximum bei 480 nm. Aufgrund dieser
Eigenschaften enthdlt sie wohl proteingebunden das diazotierte
Ring-A,B-Fragment des Chromophors 3, welches formal einem 2-Vinyl-
pyrrol entspricht (11).

Eine vorldufige quantitative Analyse des Reaktionsgemisches ergab,
daB etwa 14 % der im Rohgemisch bei 520 nm vorhandenen Extink-
tion (82) mit organischen Lisungsmitteln extrahierbar bzw. durch
Gelfiltration abtrennbar iet. Damit enthdlt offensichtlich zu-
mindest ein Teil der Chromophore keine Bindungsstelle an den
Ringen C oder D des Tetrapyrrolgeriistes. Phycocyanin 3 enthdlt
drei Chromophore mit unterschiedlicher Proteinumgebung. Das formale
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Fig. 2: Reduktion von Phycocyanin 2 mit NQBHII| und anachlieBende
Diazoreaktion. Elektronenanregungsspektren von: },denaturiert
mit Harnstoff (8 M) in Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH 7.5)

( ); nach Umsetzung mit NaBH, und Eptfernen des Reduktions-
mittels durch Gelfiltration ( =ee-== ); nach weiterer Umsetzung
mit diazotiertem Ethylanthranilat (=.-.-. ). '

Defizit an 9 wédre prinzipiell dadurch zu erkidren, daB zwei der
Chromophore iiber eine zweite Proteinbindungsstelle verfiigen und
damit kein freies 8a liefern. Eine eindeutige Kliérung bedarf
jedoch weiterfiihrender Untersuchungen, da (a) die Extinktions=-
koeffizienten von 11 bisher nicht bekannt sind, (b) Asymmetrie
von 10 auch eine unterschiedliche Ausbeute an 8 und 11 méglich
macht, und (c) bei der Reaktion ein weiteres Hauptprodukt aufe
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trite (A-., « 400 nm, Fig. 2). Bei letrterem durfie es sich um
das bereits friher postulierte /16/, die Ringe C,D enthaltende
Zwischenprodukte der Diazoreaktion handeln, welches unter den
Reaktionsbedingungen gegen einen weiteren Angriff des Diaz onium-
salzes stabilisiert ist.

Diese auch fiir den Mechanismus der Diazoreaktion interessanten
Punkte werden derzeit untersucht.

Arbeitsvorschriften:
I: 7 mg6b (ll.h/umol) werden in 100 mlL Methanol geldst, mit

einer équimolaren Menge Zinkacetat in Methanol versetzt und mit
methanolischer Kalilauge (0.1 M) bis zum Farbumschlag nach hell-
grin titriert. Die Mischung wird 15 min im offenen GefdB geriihrt
und anschlieBend zwischen Methylenchlorid und Salzsdure (1 mM)
verteilt. Die neutral gewaschene organische Phase wird iber NaCl
getrocknet, im Vakuum eingeengt und an Kieselgel H (Merck)
chromatographiert (20 x 20 cm Platten, 0.5 mm Schichtdicke,
Benzol/Ethanol = 9:1). Als Hauptprodukt wurde b in 25 % Ausbeute
erhalten, daneben entstand 22 in 8 % Ausbeute. Als weiteres
Nebenprodukt wurde in 5 % Ausbeute ein drittes Pigment mit dew
gleichen Absorptionsspektrum wie 3 erhalten, bei dem es sich
aufgrund von Modelluntersuchungen mit 1 um ein 1-Carboxytri-
pyrrinon handeln diirfte. In gleicher Weise wurde tryptisch abge-
bautes (1 b, pH 6.5) bzw. denaturiertes (8 M Harnstoff) Phycocyanin

2 sus Spirulina platensis /9/ mit an’
titriert (Fig. 1), 15 min an der Luft geriihrt und durch Extraktion

bis zum Farbumschlag

der auf pH 2 gebrachten Reaktionslosung mit 1-Butanol bazw. durch
Filtration iiber Biogel P2 aufgearbeitet.

II: Phycocyanin 3 (So/uM Chromopbore) wird in Phosphatpuffer

(10 wL, 50 =M, pH 7.5, 8 M Harnstoff) denaturiert und im Eisbad
mit 500 ml einer Lisung von NaBH, (0.48 M) im gleichen Puffer
versetzt. Nach 30 min wurde nochmals mit der gleichen Menge

NABH'I versetzt und nach weiteren 30 min bei 4°C iiber eine Biogel-
P2-Skule (2.5 x 18 cm, H#quilibriert mit dem gleichen Puffer)
filtriert. 2.0 mL dieses Filtrats wurden im Eisbad mit ko/uL

Diazoreagens (20 mM) versetzt und 15 min steheogelassen. Zur
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Extraktion von 8a wird die Lgsung nacheinander mit 2 mL und 1 mlL
2-Butanol extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden mit 3 mL
Chloroform und 3 mL Wasser versetzt und die organische Phase mit
Wasser gewaschen, mit NaCl getrocknet und im Stickstoffstrom ein~
geengt. Zur Veresterung wurde das Pigment in Chloroform geldst,
mit einer etherischen Losung von Diazomethan versetzt und nach

15 min im Vakuum eingeengt zur Chromatographie. Als Vergleichs-
pigmente fiir die Dinnschichtchromatographie wurde ein Gemisch von
gg und 2 durch Umsetzung von Mesobilirubin Z'mit diazotiertem
Ethylantbranilat in absolutem Ethanol dargestellt. Die entsprechen-
den Methylester wurden daraus durch nachfolgende Veresterung
mit Diazomethan in Chloroform erhalten.
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