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Photobilin e. Photooxidation von Bacteriochlorophyll-e-Derivaten

Nikolaus Risch, Anette Schormann und Hans Brockmann

Fakultdt fir Chemie der Universitdt Bielefeld, D-4800 Bielefeld

Summary : The blue photooxidation products from metall-free derivatives of
bacteriochlorophyll e can be purified without decomposition by reversed
phase chromatography. They are identified spectroscopically and chemically
as open-chain tetrapyrroles and are named photobilins e.

Die Photooxidation von metallfreien Derivaten des Bacteriochlorophylls ¢ 1
fithrt zu linearen Tetrapyrrolfarbstoffen (z.B. 5), deren Struktur durch
1,2) und chemische 3) Verfahren abgesichert ist. Diese
Reaktion lduft offenbar nur ab, wenn der Phorbingrundkérper einen Substi-
tuenten an C-20 trdgt.

spektroskopische

HaC-4 CHy—CH3

COpFarnesyl 0

1 rR' = cH 3 . RZ = H
1 3 1 3 2
2 r' = cHoO 4 Rr':-cHo, R?-H
7 R' =cHo, R?: CHy
1 2
8 R' - CHy0H, RZ = CHy

Das Bacteriochlorophyll e 2 4)

zeichnet sich wie 1 durch einen Methyl-
substituenten an C-20 aus und unterscheidet sich von diesem nur durch den
Austausch der Methylgruppe an C-7 gegen einen Formylrest 4,5) . Hiermit
weisen die Bacteriochlorophylle ¢ 1 und e 2 die gleiche strukturelle
Beziehung wie die Chlorophylle a und b aus griinen Pflanzen auf. Auch
metallfreie Derivate (z.B. 4) von 2 bilden im Licht bei Anwesenheit von
molekularem Sauerstoff ein Photooxidationsprodukt, das jedoch nicht wie
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das Photobilin ¢ 5 rotviolett sondern blau gefédrbt ist. Beim Versuch, das
blaue Oxidationsprodukt durch Chromatographie an Kieselgel 1in einheit-
licher Form zu erhalten, beobachtét man eine relativ rasche Zersetzung zu
etwas polareren, rot gefdrbten Folgeprodukten. Auch diese zersetzen sich
noch auf der Kieselgeloberfldche zu farblosen und kaum zu charakterisie-
renden Bruchsticken. Es gelingt nicht, das macrocyclische Edukt vollstédn-
dig umzusetzen, ohne dabei auch erhebliche Mengen des gewlnschten blauen
Photoproduktes zu zerstdren. Eine Reinigung durch fraktionierte Kristalli-
sation scheitert an den zu geringen Loslichkeitsunterschieden und den doch
recht kleinen Substanzmengen (10-30mg) .

Erfolgreich ist jedoch die chromatographische Reinigung an Kieselgel mit
chemisch modifizierter Oberflédche (LiChroprep RP-8). Mit dem Laufmittel
Acetonitril gelingt die Abtrennung des blauen Photooxidationsproduktes
problemlos. Zersetzungsprodukte werden bei diesem Trennverfahren nicht
beobachtet.

Die spektroskopischen Untersuchungen unterstiitzen die naheliegende Vermu-
tung, daB es sich bei dem blauen Produkt um das dem Photobilin-c-methyl-
ester 5 analoge Derivat 6 handelt, das somit als Photobilin-e-methylester
bezeichnet wird.

R2-0~C=H R

CHy—CH3

5 R'-cHy, RE:-H
6 R'-CcHO, R?:H
9 R - cHoH , RZ - cHy
10 R'-cHo, R% - ocHy

Wie auch bei 5 weist das UV/VIS-Spektrum von 6 (Abb.1) mit seiner sehr
breiten Absorptionsbande um 580 nm auf die Umwandlung des Chloringrund-
geriistes in ein lineares Tetrapyrrol hin. Wdhrend ein aussagekrdftiges
Massenspektrum nicht erhalten wurde, belegt jedoch das 1H—NMR-Spektrum
eindeutig die Analogie zum Photobilin-c-methylester 5. Als besonders
charakteristisch sollen die Signale bei 11.59 ppm und 9.22 ppm (je NH),
2.20 ppm (Acetyl-CH3) und der drastische Hochfeldshift z.B. der Methin-
protonen und der aromatischen Methylgruppen (vgl. auch Tab.1) herausge-
stellt werden.



5995

Abbildung 1 : Vergleich der UV/VIS-
300 100 500 500 700 [nml Spektren der Photobilin-c- und
-e-methylester § (---) und 6 (—)

Tabelle 1: 1H-NMR-Daten der Bacteriophdophorbid-c- und -e-methylester
3 und 4 bzw. der Photobilin-c- und -e-methylester 5 und6.
(Chemische Verschiebung in & [ppm]; CDC13/TMS)

3 4 5 6
5-H 9.93 10.58 6.44 7.22
10-H 9.52 9.42 6.88 7.16
3ty 6.50 6.56 5.09 5.12
132-cH, 5.24 5.20 um 3.56 (AB)  um 3.60 (AB)
18-H 4.57 4.58 3.02 3.05
20-CH 3.88 3.86 2.21 2.20
172-C0,,CH 3.59 3.62 3.69 3.69
2-CH, 3.51 3.53 2.09 1.94
7-CHy / 7-CHO  3.29 11.07 1.88 10.20
3'-cH, 2.14 2.15 1.60 1.63
121-cH, 1.95 1.92 1.39 1.41
8'-cH, 1.71 1.72 1.22 1.36
18-CH, 1.48 1.51 1.20 1.11

Ein qualitativer chemischer Beweis der Konstitution 6 gelingt auf folgen-
dem Weg

Bacteriophdophorbid-e-methylester 4 wird mit Methanol/Schwefelsdure in
die entsprechende 31-O-Methy1verbindung 7 ubergefithrt, die ebenfalls ein
blaues Photobilin bildet. Mit Natriumtetrahydridoborat in THF gelingt
selektiv die Reduktion der Formylgruppe in 7 zur Hydroxymethylgruppe.
Dieses Derivat 8 verhdlt sich beim Bestrahlen in Gegenwart von Sauerstoff
ganz analog wie metallfreie Derivate (z.B. 3) des Bacteriochlorophylls c.
Man isoliert ein rotes Oxidationsprodukt mit der entsprechenden offen-
kettigen Photobilinstruktur 9. Die Reoxidation der 7-Hydroxymethylgruppe
sollte nun das entsprechende Photobilin 10 der e-Reihe ergeben. Tatsich-
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lich isoliert man nach Umsetzen mit Acetanhydrid/DMS0 neben einer Vielzahl
von farblosen Zersetzungsprodukten in geringen Mengen auch ein blaues
Produkt, das sich in seinem chromatographischen Verhalten und seinem
UV/VIS-Spektrum als identisch mit dem aus der 31-0-Methylverbindung 7
erhaltenen blauen Photobilin 10 erweist.

Wie von uns bereits bei der Photooxidation des Bacteriophdophorbid-c-me-
thylesters 3 durch Isotopenmarkierung und nachfolgenden chemischen Abbau
belegt 3) und spdter von Smith 6) bestdtigt, haben wir es auch hier
mechanistisch offenbar mit einer Synchronaddition von Singulettsauerstoff
an die relativ elektronenreiche 1.20-Doppelbindung des konjugierten
Systems zu tun. Das intermedidr gebildete Dioxetan 11 kann nicht isoliert
werden und lagert thermisch zum offenkettigen Photobilin 6 um.

Uber den in vivo Abbau von Chlorophyllderivaten ist noch relativ wenig
bekannt 7) . Die photochemische Ring6ffnung z.B. der metallfreien Derivate
des Bacteriochlorophylls e kann hier moglicherweise modellhaft als Bei-
spiel gelten, wenn auch der weitere Abbau der blauen Photobiline z.B. an
Oberflédchen wie Kieselgel iber ein rotes Folgeprodukt zu nicht mehr ge-
fdrbten Zersetzungsprodukten auf einem von uns bislang noch nicht erkann-

ten Weg ablauft. Es scheint gesichert, daB in der Natur beim Chlorophyll a

der Abbau lber die metallfreien Phorbide ablauft 8); analog beobachten

wir die Photobilinbildung ebenfalls nur am metallfreien Liganden. Im
vorliegenden Fall sind die Ringe A und D durch die Substitution an C-20

gegeneinander verdrillt, was eindeutig durch NMR-Untersuchungen belegt

ist 4). Durch eine geeignete Verdrillung kann somit offenbar eine spezi-

fische Sollbruchstelle erzielt werden, so daf hier der einleitende Schritt
fiir einen Abbau getan ist: a) Aktivieren einer Methinposition und b) Er-
zeugen einer Sollbruchstelle z.B. durch Substitution einer Methinbriicke.
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