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On the Chemistry of Pyrrole Pigments, X L I  V: Bile Pigments as Ionophores 

The carrier mediated transport of cations using model compounds of the 
verdinoid and rubinoid bile pigment structural type as ionophores is studied. 
Verdinoid bile pigments turn out to be very effective carriers for cations 
exhibiting a pronounced selectivity for certain transition metal ions like Cr+-+, 
Fe +~, Cu ++ and Zn *+. The scope of this behaviour of verdinoid bile pigments is 
compared to [18J-crown-6 and meso-tetraphenylporphin and is discussed with 
regard to structural, biological, analytical and technical implications. 

(Keywords: Bile pigments; Carrier mediated transport; Ionophorea; 
Selectivity) 

Einleitung 

Die Entdeckung der Kronenether durch Pedersen~ hat eine stfirmi- 
sche Entwicklung auf dem Gebiete der synthetisehen und natfirlichen 
Ionophore ausgelSst. Die Anwendung und Bedeutung yon Verbindun- 
gen, die anorganische und organisehe Ionen komplexieren und auf diese 
Weise deren lipophobe und lipophile Eigenschaften /tndern k6nnen, 
reicht yon der Biochemie des Ionentransports  fiber die analytisehe 
Chemic und die prS@arativ organische Chemic bis zu medizinischen 
Interessen a. 

Ionophore bestehen aus einem mit apolaren Gruppen ausreiehend substi- 
tuierten ,,R/iekgrat" und einem auf diesem ,,Rfickgrat" befindlichen Satz von 
Donorzentren (zumeist Heteroatome), die auf Grund ihrer strukturellen Merk- 
male (Makrocyclus, konformativ entspreehend bewegliches Molekiil) im gaume 
einc ,,H6hle" oder einen Ring bilden. Diese Zentren kSnnen beispielsweise Bin 
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Kation komplexieren, wobei dureh die ,,aul3en" angebraehten apolaren Substi- 
tuenten die Eigensehaften des Ions ,,invertiert" werden. Dies fiihrt zu den oben 
erw/thnten M6gliehkeiten der Verwendung yon Ionophoren. 

Gallenfarbstoffe,  insbesondere vom  verdinoiden S t ruk tu r t yp ,  zei- 
gen die f/it I onophore  zu fordernden  beiden Merkmale:  in der in 
L6sungen  vorher rschenden  helikalen K o n f o r m a t i o n  4 gewS~hrleistet die 
apolare Peripherie  die Lipohilie die zum Zen t rum der S t ruk tu r  
ger ichte ten pyrrol isehen bzw. pyr id inar t igen  Stiekstoffe stellen gerade- 
zu ideale Chelatbi ldner  dar. Solche Komplexe  yon  Gallenfarbstoffen 
und  aueh yon  daraus  abgelei teten Pa r t i a l s t r uk tu r sys t emen  mit  einer 
Reihe yon  K a t i o n e n  sind in der L i t e ra tu r  besehrieben.5. 

Die vorl iegende Mittei lung ist dureh  die Bedeu tung ,  die Transpor t -  
e igenschaften von  Gal lenfarbstoffen fiir biologisehe Sys teme und  
analyt isehe Anw e ndunge n  haben  k6nnten ,  mot iv ier t  sic ha t  das 
S tud ium der T r a n s p o r t p a r a m e t e r  verdinoider  und  rubinoider  Gallen- 
p igmente  zum Ziele. 

M e t h o d i k  - -  E x p e r i m e n t e l l e  D e t a i l s  

Ffir die Transportstudien verwendete man die in der Formelfibersieht 
zusammengestellten Verbindungen Aetiobiliverdin-IV-~, (1) 6, Bilirubindime- 
thylester (2) 7, Bilirubin (3) s, (Z,Z)-3,4 Dimethyl-5-[5-(1-methylpyrrolyl-2- 
methylen)-3,4-dimethyl-5H-pyrrolyl-2-methylen]-3 pyrrolin-2-on (4) 9 und 
3,3',5,5'-tetramethyl-2,2'-dipyrromethen (5) 10 als Gallenfarbstoffmodelle und 
[18J-Crown-6 (6) 11 bzw. meso-Tetraphenylporphin (7) 12 als Vergleiehsmaterial. 
Ihre Identit/tt und Reinheit/iberprfifte man mit spektroskopisehen Methoden 
(Varian FT-80-A NMR, Perkin-Elmer UV-VIS-330 Spektrophotometer, 
Knauer I)ifferentialosmometer). Die Ionenflul3diehten bestimmte man unter 
Verwendung einer Sehutman Brfieke 13 (U-Rohr yon 4,91 em~ Quersehnitt) mit 
30 ml einer Salzl6sung der AktivitSot 1,0 als Spenderphase, ChloroformlSsungen 
yon 1 4  (0,01 mmol/45 ml Chloroform, friseh fiber AlcOa filtriert) als Flfissig- 
membrane und 30 ml Leitf/~higkeitswasser als Empf/ingerphase. Das System 
wurde extern thermostatiert (20,00 ± 0,02 °C), die Messungen erfolgten in einer 
Dunkelkammer. Jede der drei Phasen rfihrte man gesondert (Magnetrfihrer; 
Rfihrgesehwindigkeit: 150U/rain - -  in Vorversuchen fiberzeugte man sieh 
davon, dal3 eine Anderung derselben in diesem Bereieh die Megergebnisse nieht 
beeinflul3t. Die Menge des transportierten Ions bestimmte man kontinuierlieh 
dureh Leitf/~higkeitsmessung (Konduktometer E 518 mit einer Zelle EA 608-C, 
Fa. Metrohm, Servogor-310 Sehreiber) w/ihrend 8 bis 20 Stunden. Dabei wurde 
in jedem Experiment zun/~ehst Bin Transportleerwert (Chloroformphase ohne 
Zusatz des Ionophors) fiber 4--6 Stunden ermittelt und dann erst der Ionophor 
injiziert. Aus den gemessenen Leitf/~higkeiten hat man die transportierten 
Mengen errechnet14. Der Zeitverlauf war in jedem Fall linear, die ermittelten 
Flul3diehten (tool m -2 s l) in den jeweils angegebenen Grenzen reproduzierbar. 
Einige Experimente wurden auch dureh nal3ehemisehe Analysenverfahren und 
AAS kontrolliert. UV-VIS-spektroskopisehe Messungen erfolgten auf einem 
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Perkin-Elmer-330-Spekt.rometer. Die Beurteilung hinsiehtlieh einer Komplex- 
bildung (s. Tab. 1) erfolgte naeh den spektroskopisehen Ver~nderungen, die 
man nach ]~quilibrieren mit etwas Donorphase in einer 1-mm K/ivette, die mit 
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der Membranphase besehiekt war, erhielt. Die dafflr n6tigen spektroskopischen 
Eigenschaften der Komplexe ermittelte man in einem Parallelexperiment 
dutch Einbringen des Metallsalzes in die Donorphase, allenfalls unter Zusatz 
yon etwas Hii~,igbase. 

Ergebnisse 
In  Tabelle 1 sind die fur die jeweiligen Chloride gemessenen 

Plul3diehten zusammengestellt. Abb. 1 gibt ftir das Proton die Ab- 
hgngigkeit der Fluf~dichte yon der Aktivit/it. Da die Aktivit£t  des 
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Tabel le  1. Flufldichten J m o l m - 2 s  -1) fiir die jeweiligen Chloride; Ionophor: 
1 (c I = 0,222 mmol  1-~) 

K a t i o n  Konz.  (tool 1-1) 15 J '  109 Komptex-  
so dab  a = 1,O b i ldung*  

H + 1,24 830 + 160 + + 
Li + 1,29 2 , 6 ±  0,8 - -  
N a  + 1,52 2,5 _+ 0,8 - -  
K + 1,66 2 , 2 ±  0,7 - -  
Mg ++ 1,32 2,2_+ 0,7 - -  
Ca++ 1,58 14,0_+ 4 - -  
B a  ++ 2,11 0,6 ± 0,2 - -  
La  +++ 1,54 47 _+ 14 + 
Cr +÷+ 1,49 830 ± 240 + + 
Mn ++ 1,64 1,1 -I- 0:3 - -  
Fe  ++ 1,35 830 ± 240 + + 
Co ++ 1,35 0 , 8 ±  0,2 - -  
Ni ++ 1,46 5,6 + 2,3 - -  
Cu ++ 2 ,11 630 ± 1 4 0  + +  
Zn  ++ 3,39 420 ± t30  + 
Cd ++ 3,3 10 ± 3 - -  

* UV-VIS-s ioektroskopisehe Abschgotzung; ( - - )  keine, ( + )  deut l iche  An- 
zeichen, ( +  + )  fas t  vol ls t / indige K om pl ex i e r ung ;  vgl. Exp.  Teil. 

- l o g  J 

V / 
/0 

1 2 - log a l l +  

Abb.  t. Abh~ng igke i t  der  F l u g d i e h t e  J yon  a (H +) fiir 1 

Protons quadratisch in die Transportraten eingeht, wurde auf die 
Korrektur fiir die Hydrolyse einzelner Salze in Tabelle i verzichtet -- 
sie liegt weir unterhMb der Meggenauigkeit. Abb. 2. zeigt die Abh/ingig- 
keit der Flu~diehte yon der Konzentration yon 1 in der Fl/issig- 
membran bei einer Aktivit/~t yon 1,0 an Salzs~ure in der Donorphase. 
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Abb. 2. Abh~ngigkeit  der FluBdichte J (moire -2 s l) yon c (1) (mmoll  I) bei 
a (HC1) = 1,0 

Tabelle 2. Variation des Anions fiir die FdiIle H + und Zn ~+, jeweils der Aktivitiit 
1,0 in der Donorphase und 1 (c I = 0,222 mmol 1-1) als Ionophor 

Donorph~se J 109 (molm i s  1) 
(a = ~;0) 

HC1 830 ± 160 
H N Q  830 _+ 160 
H2SO4 1400 ± 400 
ZnCle 420 +_ 130 
Zn(NOa)2 5+_ 1 
Zn (CH,~CO0)2 27 + 7 
ZnS04 22 ± 6 
ZnI2 197 _+ 60 

Tabelle 3. J '  109 (tool m -2 s 1) mit 1--4 fiir ausgew~ihlte Kationen (a = 1), 
c I = 0222 retool" 1-~ 

Ionophor  H + Na  + K ~ Zn -+ 

1 830__+ 160 2,5 + 0,8 2,2 ± 0,7 420 ± 130 
2 890 _ 160 11 4- 3 111 ± 33 
3 1 4 ±  4 13 + 4 8,3 _+ 2 
4 2780_+830 0 , 0 ±  0,1 2.t0a___ 5.104 
5 8 9 0 ± 2 7 0  50 _ 1 5  39 ± 1 3  611 _+180 
6 1 , 9 ±  0,6 44 _ 1 3  
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Tabelle 2 enth&lt die Daten  f/ir eine Variation des Anions im Falle 
des Protons  und des Zinkions f/Jr 1, in Tabelle 3 und ¢ werden die 
Flul3dichten ftir einige Kat ionen  im Falle der Verbindungen 1- -7  
einander gegenfibergestellt. 

Tabelle 4. J (molm -2s -1) mit 7 fiir ausgewCihlte Kationen (a= 1), 
c 7 = 0,222 mmol l 1 

Kation J" 109 StabilitSotsklasse 16 

Cu +* 180 ± 40 I I  
Zn ++ 107 ± 20 I I I  
Mg++ 2,1 _+ 0,4 IV 
Ca++ 2,0 ± 0,4 V 

Diskussion 

1. Z u m  Transportphiinomen 

N i m m t  man zun/ichst 1 als eine typische Modellverbindung ffir 
apolar substituierte,  verdinoide Gallenfarbstoffe, so werden die ein- 
leitend skizzierten Erwar tungen  erffillt, da[~ Vertreter  dieser Verb±n- 
dungsklasse befS, higt sind, Kat ionen  zu transportieren.  Die Kinet ik  des 
Transpor ts  zeigt eine lineare AbhSmgigkeit des t ranspor t ier ten  Kat ions  
yon der Zeit. Ebenso ergibt sich ein linearer Zusammenhang  zwischen 
den Gr613enordnungen yon Flul3dichte und Akt iv i tg t  in der Donor- 
phase. Ein Anstieg von etwa 2, wie er aus Abb. 1 folgt und aueh die 
lineare AbhSmgigkeit der FluBdichte yon der Konzent ra t ion  an 1 
(Abb. 2) we±sen darauf  bin, dab es sich beim beobaehteten Phgnomen 
um einen dutch einen Ionophor  kata lys ier ten Transpor t  eines Kat ions  
dutch eine Flt issigkeitsmembrane handelt.  Die vorliegenden Ergebnisse 
sind jenen be± Kronenethern  erhaltenen 17 analog. Wie zu erwarten, 
zeichnet sich eine Selektivit~t des Ionophors  ffir best±rotate Ionen ab, 
die wie Tab. 1 zeigt, etwa einen Bereich yon drei bis vier GrSl3en- 
ordnungen umfal3t. Abgesehen vom Proton,  das auf  Grund der m&Bigen 
BasizitS~t von 1 ausgezeichnet transport±err wird, werden Alkali- und 
Erdalkal imetal lkat ionen nur in geringfiigigem Mal3e transport±err - -  
etwa in dem Ausmal3, wie Na + vom Kronenether  6 (s. Tab.  3, bzw. 
vgl.17). In  der Re±he der Ubergangsmetal lkat ionen t reten dramatische 
Bevorzugungen yon z. B. Fe ++, Cr+++, Cu++ und Zn++ gegeniiber Mn T+, 
Co ++, Ni ++ und Cd ++ auf. 
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2. Zum Tran~'po~'tmechanismus 

Zun/~chst geben die durch Abb. 1 und 2 dokument ier ten  Abh~tngig- 
keiten den Hinweis, dal~ sich der Transpor t  yon Kat ionen  mit  Hilfe yon 
1 durch die einfaehe Beziehung (1)17,18 

2 j = D . k . K . C l . a D .  1 1 (1) 

mit  J = Flul~diehte, D = Diffusionskonstante,  /c = Verteilungskoeffi- 
zient des Komplexes  zwischen den Phasen,  K = Gleichgewichtskon- 
s tante  ffir die Komplexbi ldung,  cz = Ionophorkonzentra t ion,  l = L~in- 
ge der Diffusionsschieht und a j) = AktivitS~t des Kat ions  in der Donor- 
phase, beschreiben lgf~t. Dieser Beziehung liegt die Vorstellung zu- 
grunde, dab das Kat ion  (bzw. ein Ionenpaar)  mit  dern Ionophor  zu 
einem Komplex  reagiert, der durch die apolare Phase t ranspor t ier t  und 
an der GrenzflS~ehe zur Empfgngerphase  wieder zerlegt wird is. Diese 
Beziehung weist aber ihrerseits darauf  him dab eine Proport ional i tgt  
zur Leichtigkeit, mit  der die Komplexierungsreakt ion eintrit t ,  vor- 
liegen sollte. Die Korrelat ion der Flugdichten mit dem Grad der 
Komplexbi ldung zwisehen den Kat ionen  und 1 irn vorgegebenen 
Zweiphasensystem der Tab.  1 best/~tigt dies. Ftir eine quant i ta t ive  
Korrelat ion von FluBdichten und Komplexbi ldungskons tanten  liegen 
keine ausreiehenden Daten  vor offensiehtlieh sind letztere aber noeh 
gering genug, um die direkte Propor t ional i tg t  zwisehen beiden zu 
gew~ihrleisten - -  in Bereiehen sehr grot3er Komplexstabil i t '~t  w~re ja 
mit  einer Verringerung der Flugdiehten zu reehnen, wie dies ffir 
Kronenetherkomplexe  dokument ier t  ist19 Wie Tab. 4 zeigt, sind aber 
aueh die enormen Untersehiede in der Komplexstabi l i t f i t  yon 7 mit  
Kat ionen nieht ausreiehend, um dieses PhSmomen zu veranlassen - -  
auch bier beobaehtet  man nut  die einfaehe Proport ional i tgt .  

Inn Falle des Protons  besteht  fiber die S t ruktur  des Transport -  
komplexes,  wie das UV-VIS-Spek t rum der Membranphase  und der 
Anstieg yon 2 in Abb. 1 zeigen, kein Zweifel: es handelt  sieh dabei um 
1 . H + ' A - .  Die FluBdichten im Falle yon HC1, H2SO4 und HN03 
s t immen innerhalb der MeBgenauigkeit fiberein. I m  Falle des Zn ++- 
Kat ions  wird, wie Tabelle 2 zeigt, Chlorid um etwa zwei Gr6gen- 
ordnungen besser t ransport ier t  als das Ni t ra t  (vgl.17). Diese unter- 
sehiedlichen Transpor t ra ten  haben ein Gegenstfick in der spek- 
troskopiseh ablei tbaren Komplexbi ldungstendenz analog Spalte vier, 
Tab.  1 :sie geht v611ig parallel, d. h. mi t  ZnC12 in der Donorphase ist die 
Komplexierung vollst~ndig, mit  Zn(NOa)2 oder ZnSO4 eben erst zu 
erkennen. Einen Hinweis auf  die S t ruktur  des Transpor tkomplexes  
vermit te l t  auch der Vergleich der UV-VIS-Spektren  des in der Lit. 2 
dokument ier ten  1-Zn und der Spektren, die man bei , ,Ti trat ion" der 
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Membranphase yon 1 mit Donorphasen steigenden ZnT+-Aktivitgt 
e rMlt  (s. Abb. 3): offenbar sind im , ,Primgrkomplex" noch Anionen als 
Extral iganden vorhanden. 

3. Ionophor.struktur und Transporteigenschaften 

Wie aus den Daten der Tabellen 1 und 3 folgt, ist es in erster Linie 
die verdinoide Struktur,  die ftir den Transport  yon Ubergangsmetall- 
ionen wesentlich ist. Die chelatbildende Eigenschaft 21 der Partial- 
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Abb. 3. UV-VIS-Spektrum yon 1 ( ), l ' Z n ( - - - -  ) in CHCI:~ und 
,,Titration" der CHC13-Donorph~se mit LSsungen yon ZnC12 der AktivitS~ten 
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s t ruktursysteme Pyrromethen  und 5-[5H-Pyrrol-2-methylen]-3- 
pyrrolin-2-on wie sie durch 5 und 4 repr~sentiert werden - -  seheint 
dabei die dominierende Rolle zu spielen. Wohl sind bei rubinoiden 
Systemen, wie 2 und 3, noch nennenswerte Effekte gegeben, sie sind 
jedoch den verdinoiden Strukturen in dieser Eigensehaft deutlieh 
unterlegen. 

DaB im Detail Abstufungen vorliegen, wie sie aus unterschiedlichen 
Basizit/~ten oder sterischen Erfordernissen resultieren k6nnen, zeigt der 
Vergleich yon 2 und 3 bzw. 1 und 5 (Tab. 3). Bemerkenswert  ist hier 
auch, dab die Transporteigenschaften der Gallenpigment-Ionophore in 
vielen F~llen in derselben Gr613enordnung liegen, wie ffir Kronenether  
(z. B. 6), z .T.  aber sogar wesentlieh ausgelorggter sind. Ein Extremfal l  
dfirfte bier das Tripyrrin 4 sein, das offenbar ein Optimum an Chelat- 
bildungseigensehaften mit einem Optimum an steriseher Anpassungs- 
f/thigkeit vereinigt. 
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4. Au8blick 

Die in der vorliegenden Studie gewonnenen Ergebnisse lassen 
Zielsetzungen bzw. Hypothesen  in drei g ieh tungen  zu: 

a) Die untersehiedliehen Transpor teharakter i s t ika  von verdinoiden 
und rubinoiden Pigmenten f~r biologiseh wiehtige Spurenelemente der 
{)bergangsmetallreihe verleiten zur Spekulation, dalg hierin ein Grund 
fiir die Entwieklung des physiologisehen Verdin-t~ubin-l~eduktions- 
systems 22 im Laufe der Evolut ion vorliegen k6nnte.  Die hohen Trans- 
por t ra ten  dieser Kat ionen mit  verdinoiden Pigmenten kSnnten zu einer 
relativ rasehen Verarmung des Organismus an Spurenelementen ftihren 
- -  ein Vorgang, der dutch die Redukt ion  zum rubinoiden Struktur-  
system wirkungsvoll unterdrf iekt  werden kann. Umgekehr t  k6nnte 
man aueh an eine Nutzung dieser Eigensehaft  fiir Entgif tungen (Co, 
Cu) denken - -  verdinoide Gatlenf~rbstoffe sind ja nieht toxisehL 

b) Die hohen Transpor t ra ten  yon verdinoiden Pigmenten im FMle 
yon biologiseh relevanten ~;bergangsmetMlkationen und aueh eine z. T. 
betr/~ehtliehe SelektivitS~t lassen an die Entwieklung ionenselektiver 
Elektroden denken. Wie die Tabelle 3 zeigt, ist hier offenbar dureh~us 
die MSgliehkeit gegeben, Liganden den Anforderungen strukturell  
anzupassen. Orientierende Exper imente  haben gezeigt, dag z. B. dutch 
Einbet tung  yon 4 in Polyethylenfolien 23 brauehbare  Elektroden hoher 
Selektivit/it fiir Zn erhalten werden k6nnen. 

e) Wit  Plieninger im Falle yon Tr ipyrr inder ivaten  eindrueksvoll 
dokument ier t  hat  24, kSnnen diese Lig~nden fiir die Ex t rak t ion  seltener 
Ubergangsmetall ionen,  z. B. aus Meerwasser eingesetzt werden. Ver- 
dinoide- bzw. tripyrrinisehe Systeme k6nnten abet  durehaus aueh 
geeignete Liganden ftir entspreehende Membranseparat ionsanlagen 
abgeben. 
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