ZUSCHRIFTEN

K*+1 H*J*, 839.7 [0-+6 Me,N*+2 K*]*, 1096.2 [#+3 Me,N*+6 K],
1108.4 [#+4 Me,N*+5 K-, 1120.4 [#+5 Me,N*+4 K-, 1132.5 [¢+7
Me,N*+2 K+]*-, 1144.5 [¢+7 Me,N*+2 K*]*+; C,H,N-Analyse: ber. fiir
CregH156GaK N 4056 - 4 HLO (gef): C 5623 (56.22), H 4.61 (4.31), N 7.03
(7.03).

Ks[Et,N];[Fe,L¢]: Dieser Komplex wurde analog zu Ki[EtN];-
[Ga,Lg] unter der Verwendung von [Fe(acac);] hergestellt (79% Aus-
beute). Zur Rontgenstrukturanalyse geeignete Einkristalle wurden durch
Diffusion von Aceton in eine MeOH/H,0O-Losung des Komplexes inner-
halb von drei Wochen erhalten. ES-MS (Anionendetektion, H,O/CH;OH
10/90; & = [Fe,L¢]'*"): m/z: 613.8 [#+2 Et,N*+1 Na*+4 H']>~, 641.7 [¢+2
Et,N*+3 K*42 Na*]>-, 788.4 [¢+2 Et,N*+1 K*+3 Na*+2 H*]*", 1094.5
[¢+2 Et,;N*+5 K*4+2 Na*]*-, 1123.4 [¢+3 Et,N*+5 K*+1 H*]*~, 1183.8
[¢+5 Et,N*+3 K*+1 H*]*-, 1214.2 [e+6 Et,N*++2 K*+1 H*]*-, 1244.7
[¢+7 Et,N*+1 K*+1 H*]>-, 1490.9 [¢+1 Et,N*+1 K*+1 Na*+7 H*]*";
C,H,N-Analyse: ber. fiir Cyy)HyFe,KsN;9Os4 - 4 H,O (get.): C 60.65 (60.38),
H 5.90 (5.83), N 6.72 (6.44).
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Stichworter: Cluster - Kéifigverbindungen - O-Liganden -
Selbstorganisation + Wirt-Gast-Chemie
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Die Gleichgewichtskonstanten wurden bei 298 K durch Integration

der 'H-NMR-Signale (500 MHz, D,0O) der Mischungen aus 5.0mm

K,,[Ga,Lg] und 5.0mm Gastion ermittelt. Die Spektren wurden nach

30min und nach 2d gemessen. Dabei wurde kein Unterschied

festgestellt, was fiir die Einstellung des Gleichgewichtes 30 min nach
der Mischung der Reaktionspartner spricht.

[10] Kristallstrukturanalyse von K[Et,N],[Fe,L¢]-8 H,O -3 CH;OH: Kri-
stallabmessungen 0.25 x 0.23 x 0.10 mm. Datensammlung auf einem
Siemens-SMART-Diffraktometer, ausgeriistet mit einem CCD-Fli-
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(Nr.220), a=43.706(8) A, V=83488 A3 Z=16, u=0.45mm",
F(000) =35808, pp.,-1.333 Mgm~—, 2 0,,,, =41.67°. Von den 136092
gemessenen Reflexen waren 7336 symmetrieunabhingig (R, =
0.214). Die Struktur wurde mit dem SHELXTL-Programmpaket!"!
mit Direkten Methoden und nachfolgender Fourier-Differenzsyn-
these geldst und gegen F? verfeinert. Lorentz- und Polarisations-
korrektur. Eine empirische Absorptionskorrektur wurde mit Hilfe des
Programms XPREP!" durchgefiihrt (ellipsoides Modell, R;,, = 0.036,
Tax =0.895, T, =0.834). Die Eisen-, Sauerstoff-, Stickstoff- und
Kohlenstoffatome des Liganden, die halbbesetzten Kaliumatomlagen
und die Kohlenstoff- und Stickstoffatome in den voll besetzten Et,N*-
Lagen wurden anisotrop verfeinert. Die Wasserstoffatome wurden,
mit Ausnahme der fehlgeordneten Kationen und Losungsmittelmo-
lekiile, auf berechneten Positionen in die Verfeinerung einbezogen.
Fir die fehlgeordneten Et,N*-Gegenkationen konnten nicht alle
Kohlenstoffpositionen aufgelost werden. Die N-C- und C-C-Absténde
wurden fiir die fehlgeordneten Ionen auf Zielwerte von 1.4 und 1.5 A
eingestellt. Ein ,,antibumping restraint“ wurde fiir die Kohlenstoff-
atome des fehlgeordneten Et,N*-Ions im Innern des Clusters ange-
wendet; Wichtung: 1/[¢*(F2) + (0.1660 p)*+ 779.98 p](p = ((F2, 0)max +
2F2)/3) mit R1=0.0978 fiir 4672 Reflexe mit F,>40(F,); 4672
unabhingige Daten (3.75° <26 < 34.58°), 542 Variablen, 14 geome-
trische restraints); wR,=0.3288, GOF =1.205; max./min. Rest-
elektronendichte = 0.62/ —0.32 ¢ A3, Flack-Parameter = 0.03(5).13)
Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser
Verdoffentlichung beschriebenen Struktur wurden als ,,supplementary
publication no. CCDC-100947“ beim Cambridge Crystallographic
Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei
folgender Adresse in Grof3britannien angefordert werden: CCDC, 12
Union Road, Cambridge CB21EZ (Fax: (+49) 1223-336-033; E-mail:
deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Package, V5.04, Siemens Industrial Automation, Madison, WI (USA),
1993.
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Ein neuartiger Chromophor veriindert selektiv
die spektralen Eigenschaften eines der beiden
stabilen Zustinde des pflanzlichen
Photorezeptors Phytochrom™**

Ingo Lindner, Bernd Knipp, Silvia E. Braslavsky,
Wolfgang Gértner* und Kurt Schaffner

Die Phytochrome, eine Gruppe pflanzlicher Photorezepto-
ren, bestehen aus einem Protein (125-140 kDa) und dem
kovalent daran gebundenen, offenkettigen Tetrapyrrol-Chro-
mophor Phytochromobilin 1 (Schema 1). Durch Z= E-Pho-
toisomerisierung einer Doppelbindung von 11! steuern die

[*] Priv.-Doz. Dr. W. Girtner, Dipl.-Chem. I. Lindner, Dr. B. Knipp,
Prof. Dr. S. E. Braslavsky, Prof. Dr. K. Schaffner
Max-Planck-Institut fiir Strahlenchemie
Postfach 101365, D-45413 Miilheim an der Ruhr
Fax: (+49)208-306-3951
E-mail: gaertner@dsa.mpi-muelheim.mpg.de

[**] Wir danken Dr. D. Mozley fiir die Bereitstellung des rekombinant
hergestellten Apophytochroms und Dr. A. McDonagh, University of
California, San Francisco, fiir hilfreiche Informationen zur Hydrolyse
der Dimethylester 2 und 4.
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Schema 1. Strukturformeln des nativen Phytochromchromophors Phyto-
chromobilin 1, des hier erstmals beschriebenen Isomers ,,Iso*“-Phytochro-
mobilin 3, ihrer Methylester 2 bzw. 4 sowie Strukturformel von Phycocya-
nobilin 5. Die durch den Pfeil markierte 3'-Position des A-Rings in 1 wird
durch nucleophilen Angriff einer Cystein-SH-Gruppe kovalent an das
Protein gebunden. Die hier gezeigte B/C-tautomere Form wurde in
Anlehnung an die Kristallstruktur einer 2,3-Dihydrobilatrien-abc-Modell-
verbindung gewéhlt.*"]

Phytochrome eine breite Palette physiologischer Prozesse in
Abhingigkeit von der Wellenldnge und der Intensitdt des
absorbierten Lichts.”! Infolge der Photoisomerisierung durch-
lauft das Phytochrom eine mehrstufige Reaktionssequenz, die
durch subtile Chromophor/Protein-Wechselwirkungen ge-
steuert wird. Die anschlieBende Signaltransduktion induziert
die photomorphogenetischen Prozesse. Entsprechend ist es
zum Verstdndnis der Phytochromfunktion wichtig, die Aus-
wirkungen gezielter Verdnderungen an Protein- und Chro-
mophorkomponenten auf die Absorptions- und photochemi-
schen Eigenschaften auszuloten. Die Herstellung von nativen
und mutierten Formen des chromophorfreien Proteins ist
schon mehrfach gelungen,P! ebenso die Assemblierung dieser
Apoproteine mit nativem 1 sowie mit Phycocyanobilin 5.['¢ 3
Allerdings ist der aus Algen isolierbare Chromophor 19 fiir
eingehende spektroskopische Untersuchungen nur in unzu-
reichenden Mengen verfiigbar. Effizientere und variierbare
Synthesen von 1P sowie von Substitutionsisomeren und
Isotopomeren!” sind daher dringend erforderlich.

Hier berichten wir iiber neue Synthesen von 1 und einem
Substitutionsisomer, ,,Iso“-Phytochromobilin 3 (Schema 1),
die zum Teil auf fritheren Arbeiten aufbauen. Wéahrend
Gossauer und Mitarbeiter® als Zielverbindungen nur die
Dimethylester einiger solcher Verbindungen synthetisiert
haben, stellen wir hier die labilen freien Sduren 1 und 3 vor
und belegen, daf3 diese mit heterolog erzeugtem Phytochrom-
Apoprotein funktionelle Chromoproteine bilden.

Das racemische Thiosuccinimid 10 (Ring A) wurde auf dem
bereits bekannten Weg hergestellt.*® Von besonderer Be-
deutung ist es, die Bedingungen der anschlieBenden Thio-
Wittig-Reaktion so zu wiéhlen, daf} die 3-Ethylidenstruktur,
die zur kovalenten Verkniipfung mit dem Protein essentiell
ist,”l nicht in die stabilere 2,3-Dehydrostruktur mit unge-
sdttigtem A-Ring umlagert. Der Ring B wurde anders als bei
der fritheren Synthese nicht iiber eine Paal-Knorr-Kondensa-
tion erhalten, sondern durch RingschluB['®! zwischen dem
Nitroolefin 6[''l und dem Isocyanid 70'2 zu 8 (Schema 2). In die
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Schema 2. Synthese des Phosphorylids 9 (Ring B) und Verkniipfung mit
separat hergestelltem 10 (Ring A)#® zum Dipyrromethenon 11. Bn=
Benzyl, tBu=tert-Butyl, NCS = N-Chlorsuccinimid, DBU = 1,8-Diazabi-
cyclo[5.4.0Jundec-7-en.

freie a-Position von 8 wurde die Benzyloxycarbonyl(hydro-
xy)methyl-Gruppe eingefiihrt. Nach Chlorierung und Reak-
tion mit Triphenylphosphan erhielt man das Ylid 9,03 das mit
10 in einer Thio-Wittig-Reaktion zu 11 verkniipft wurde. Aus
11 entstand nach Hydrogenolyse des Benzylesters das Dipyr-
romethenon 12. Sdmtliche Produkte weisen die zu erwar-
tenden analytischen Daten auf. Da die Ringe B und C von 1
identisch sind und einige Synthesen fiir den Ring D bekannt
sind,['"¥ erlaubt der bisher eingeschlagene Weg eines sukzes-
siven Aufbaus des Ringsystems prinzipiell eine breite Varia-
tion des Substitutionsmusters und die Einfithrung von stabilen
Isotopenmarkierungen. Diese sind fiir die Interpretation der
komplexen Schwingungsspektren des Chromophors im Phy-
tochrom von entscheidender Bedeutung.Pel

Anstelle des Aufbaus durch schrittweise Anellierung der
Ringe C und D wéhlten wir hier als effizientere Alternative
die Spaltung von Biliverdin-IXa-dimethylester 13 an C10
durch das Thiobarbitursidure-Anion 14, wodurch die beiden
Ringe bereits verkniipft in Form der Dipyrromethenone 15a
und 15b vorlagen (Schema 3). Nach chromatographischer
Trennung (Kieselgel, Chloroform/Ethylacetat 1/1) wurden
beide Produkte separat zu 16a und 16b formyliert und zum
Aufbau von 1 und 3 verwendet. Die Kupplungl® beider
Hilften, 12 und 16 a bzw. 16b, zu den Dimethylestern 2 bzw. 4
(siche Tabelle 1) gelang in zufriedenstellenden Ausbeuten
(ca. 40 %). Die Zuordnung der Struktur von 4 ergibt sich aus
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Schema 3. Spaltung von Biliverdin-IXa-dimethylester 13. Die Reaktion
fithrt sowohl zu einem Dipyrromethenon mit den Ringen A-B (15b) und
einem Thiobarbiturataddukt der Ringe C-D (nicht gezeigt) als auch zum
Dipyrromethenon C-D (15a) und dem entsprechenden Addukt mit den
Ringen A-B (nicht gezeigt).

Tabelle 1. Physikalische und spektroskopische Daten von 3, 4 und 16b.

3: TH-NMR (400 MHz, [D;]Pyridin): 6 =1.50 (d, 3H, J=7.51 Hz), 1.69 (d,
3H,J=7.26 Hz), 2.02,2.10, 2.16 (3s, je 1 H), 2.85 (m, 4H), 3.10 (t, 2H, J =
7.23 Hz), 3.18 (t, 2H, J=7.35Hz), 3.32 (q, 1H, J=8.20 Hz), 5.59-5.76
(AB, 2H, teilweise durch H,O-Peak iiberlagert), 5.87 (s, 1 H), 6.26 (s, 1 H),
6.32 (q, 1H, J=7.31 Hz), 6.87 (m, X), 7.35 (s, 1 H)

4: Schmp. 208°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCL): 6=1.30 (d, 3H, J=
754 Hz), 1.84 (d, 3H, J=6.73 Hz), 1.88, 2.00, 2.08 (3s, je 3H), 2.52 (t,
2H,J="7.80Hz),2.53 (t,2H,J=7.55Hz), 2.87 (t,2H,/=7.82 Hz), 2.91 (t,
2H,J =753 Hz), 3.09 (q, 1 H, J =7.38 Hz), 3.65, 3.66 (s, je 3H), 5.62 + 5.64
(AB, Jap = 1.61, Jox = 17.86, Jux = 11.51 Hz), 5.76 (s, 1 H), 6.09 (s, 1 H), 6.33
(q. 1H, J=7.35Hz), 6.59 (s, 1H), 6.59-6.70 (X, 1H); UV/Vis (MeOH,
0.5% Triethylamin): 4., (¢) =366 (42000), 617 nm (16 100); FT-IR (CCL,):
7 =3435, 3343, 2987 -2915, 1742, 1733, 1698, 1666, 1619, 1590, 1436, 1252,
1165, 986, 954, 917 cm™'; FAB-MS: m/z (%) =613 (18)[M*], 586 (7), 502
(19), 467 (19), 418 (14), 391 (12), 348 (39), 334 (100); HR-FAB-MS
(CssHyN,Op): ber. 613.3026, gef. 613.3034

16b: Schmp. 235-237°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 6 =2.09, 2.11 (25,
je 3H), 2.58 (t, 2H, J=7.65 Hz), 3.06 (1, 2H, J=7.64 Hz), 3.65 (s, 3H),
5.65+5.68 (AB, 2H, J,5 = 1.60, Jox =20.20, Jux = 13.83 Hz), 6.10 (s, 1 H),
6.59-6.66 (X, 1 H), 9.75 (s, 1 H), 10.55 (br.s, 1 H), 10.75 (br.s, LH); UV/Vis
(MeOH): A, (e)=405 (24250), 271 (11500), 243 nm (11800); FT-IR
(KBr): 7=3335, 2949 -2858, 1734, 1675, 1559, 1443, 1340, 1302, 1250, 1173,
1057, 993, 761 cm™'; EI-MS: m/z (%) =328 (100)[M*], 313 (7), 299 (18),
269 (15), 241 (19), 225 (20), 197 (5), 183 (4), 134 (5), 120 (4), 106 (3); HR-
MS (C5HyoN,0,): ber. 328.1423, gef. 328.1421

den 'H-NMR-Spektren der beiden Diester, da die ABX- und
AMX-Signalgruppen unzweifelhaft die Positionen der Vinyl-
gruppen an C17 (4) bzw. C18 (2) festlegen.['®l Die Herstellung
der Sduren 1 und 3 aus den Estern fiihrte wegen der
Instabilitdt der Reaktionsprodukte zu unerwarteten Schwie-
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rigkeiten und gelang nur durch Hydrolyse an saurem Ionen-
austauscher (Dowex-50WX8-200, 40% Trifluoressigsdure,
48 h, Raumtemperatur, chromatographische Reinigung und
Kristallisation aus Chloroform/1 % Methanol/n-Hexan). We-
gen ihrer Instabilitdt wurden die freien Sduren nach Aufnahme
der 'H-NMR-Spektren sofort fiir die Assemblierungs-Expe-
rimente eingesetzt. Hier ist erstmals ein variierbarer Zugang
zu diesen Verbindungen erschlossen worden, der ausreichen-
de Mengen fiir spektroskopische Untersuchungen liefert. Die
Gesamtausbeute ist allerdings noch immer relativ gering.
Die Verbindungen 1 und 3 — in Form ihrer Racemate —
wurden unter Standardbedingungen mit rekombinant herge-
stelltem Apophytochrom!'”! inkubiert, um - fir 1 - die
Reproduzierbarkeit der Phytochrom-Absorptionswerte des
nativen Chromoproteins (4, = 667 nm fir P, und 730 nm fiir
P)U8 und - fir 3 - die Auswirkungen des verinderten
Substitutionsmusters am Ring D auf die spektralen Eigen-
schaften zu {iiberpriifen. Die Maxima des in Abbildung 1
wiedergegebenen Differenzspektrums fiir das mit 1 assem-
blierte Chromoprotein (4,,, =665 nm fiir P, und 728 nm fiir

0.04
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iVe— Iso“-PoB
o

‘ 0.00
A
—-0.02 4
—0.04
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400 500 600 700 800
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Abb. 1. P-Py-Differenzspektren der rekombinanten Phytochrome, die
durch Assemblierung des heterolog exprimierten Apoproteins mit Phyto-
chromobilin 1 (P®B) und mit ,Iso“-Phytochromobilin 3 (,,Iso“-P®B)
erhalten wurden. Ebenfalls dargestellt ist das Differenzspektrum des mit
Phycocyanobilin 5 (PCB)['"] assemblierten, rekombinanten Phytochroms.
Die Zahlenwerte der Ordinate (Absorption) beziehen sich auf die
Spektren der beiden mit 1 und 3 assemblierten Chromoproteine. Die
Amplitude des kurzwelligen Maximums von 5 wurde auf die von 1
normiert.

P;) stimmen sehr gut mit den Werten von nativem Phyto-
chrom aus etioliertem Hafer iiberein. Die hypsochrome
Abweichung um einige Nanometer ergibt sich erfahrungsge-
miBPY aus einer leicht verdnderten Konformation des
Apoproteins, die durch die heterologe Expression in Hefe
bedingt ist.') Rekombinantes Apophytochrom kann auch mit
Phycocyanobilin 5§ assembliert werden, das durch Extraktion
aus Algen erhiltlich ist. Vom nativen Chromophor 1 unter-
scheidet sich § nur in der Absittigung des Vinylsubstituenten
am D-Ring (18-Ethyl anstatt 18-Vinyl; Schema 1); entspre-
chend sind auf Grund des verkiirzten n-Elektronensystems
beide Maxima im Chromoprotein um ca. 14 nm hypsochrom
verschoben (4,,,, =653 nm fiir P, und 717 nm fiir Py; siche
auch Kurve ,PCB*“ in Abb. 1; beziiglich der Absorptions-
maxima der Phytochrome siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2. Absorptionsmaxima von nativem und rekombinanten Phyto-
chromen.

Phytochromart Chromophor Amax [nm]; P, Py
Natives Phytochrom/? 1 667, 730
Rekombinantes Phytochrom 1b-dl 665, 728
Rekombinantes Phytochrom 30 663, 714
Rekombinantes Phytochrom 5l 653, 717

[a] Aus Hafer prépariert. [b] Synthetisch hergestellte Verbindung. [c] Aus
Algen extrahiertes Material.

Bemerkenswerterweise weist das mit dem hier syntheti-
sierten ,,Iso“-Phytochromobilin 3 assemblierte Chromopro-
tein in der P-Form ein Absorptionsmaximum auf, das an-
nihernd mit dem des nativen Chromophors 1 iibereinstimmt
(Amax =663 nm), wihrend in der Py-Form, ebenso wie im mit
Phycocyanobilin § assemblierten Chromoprotein, die Ab-
sorption hypsochrom nach 714 nm verschoben ist.'’l Die
Bandenlagen der Absorptionsmaxima deuten darauf hin, daf3
der verédnderte Substitutionstyp von 3 in der P-Form durch
die Proteinumgebung toleriert wird, wihrend sich die Chro-
mophor/Protein-Wechselwirkung in der P -Form selektiv und
signifikant dndert. Die Frage bleibt offen, ob diese Anderun-
gen der Wechselwirkungen im ersten Schritt der Phytochrom-
Signaltransduktionskette auf unterschiedliche sterische und/
oder elektronische Aspekte zuriickzufiihren sind (siehe dazu
Abb. 2).
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