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Trotz sporadischer Untersuchungen in fritheren Jahren blicben die Strukturen der meisten
Pigmente unbekannt, welche Sdugetierhaare und Vogelfedern gelb, orange und braun farben.
Neuere Arbeiten ergaben, daBB die Hauptpigmente, die rotlich-braunen Gallophaeomelanine,
Polymere mit Benzothiazol- und Tetrahydroisochinolin-Einheiten sind. Daneben findet man die
gelb-orange und violetten Trichochrome, die A%?-Bi(1,4-benzothiazin), einen neuen Chromo-
phor, enthalten. In vivo entstehen beide Gruppen von Pigmenten aus Tyrosin und Cystein
auf einem Weg, der vom Biogeneseweg der schwarzen Eumelanine abzweigt.

1. Einleitung

Pflanzenpigmente sind schon seit Jahren intensiv untersucht
worden. So kennt man heute anndhernd 2000 derartige Stoffe,
die genau beschrieben sind. Tierische Pigmente kommen dage-
gen in wesentlich geringerer Anzahl vor und sind auch hiufig
nicht genau definiert. Dies gilt ganz besonders fiir die polyme-
ren Pigmente, die sich meist schwierig handhaben und untersu-
chen lassen. Die Haare der Saugetiere zeigen neben den Farben
schwarz und weil} zahlreiche gelbe, orange und braune Schat-
tierungen. Wihrend die Struktur der schwarzen Pigmente heu-
te als gesichert gilt!!], war bis vor kurzem nur wenig iiber
die helleren Pigmente bekannt; die Untersuchungen dariiber
wurden zudem durch irrefiihrende Informationen und eine
verwirrende Nomenklatur erschwert.

Den Sammelbegriff Melanin (uéAoc = schwarz) verwendet man
allgemein fiir dunkle Pigmente von Tieren und Pflanzen. Im
Tierreich wird die in Hduten, Haaren, Federn, der Cuticula
von Insekten, Melanomen usw. weit verbreitete schwarze Pig-
mentierung auf Eumelanine (€0 =gut, schon), das breite Spek-
trum von violetten bis gelben Farbtdnen auf Phaeomelanine
(por6g =diister) zuriickgefiihrt. Diese Einteilung ist natiirlich
recht unbefriedigend. Sinnvoller ist es, die Eumelanine als
Pigmente zu definieren, die in Melanocyten!™! vorkommen
und aus Tyrosin durch Oxidation mit Tyrosinase entstehen;
Phaeomelanine sind dagegen Pigmente aus Melanocyten, die

[*] Prof. R. H. Thomson
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[**] Melanocyten sind auf die Pigment-Herstellung spezialisierte Zellen.
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sich aus Tyrosin durch Oxidation mit Tyrosinase und anschlie-
Bende Reaktion mit Cystein bilden. Damit stehen die Phaeo-
melanine, die bisher nur in Vogelfedern und Sidugetierhaaren
(einschlieBliéh Lrotem“ Menschenhaar, das ja in Wirklichkeit
orange ist) gefunden wurden, in naher biogenetischer Bezie-
hung zu den Eumelaninen, obwohl sie sich in ihrer Struktur
von diesen unterscheiden. Eumelanine und Phaeomelanine
konnen zusammen vorkommen und das getupfte, gestreifte
oder gesprenkelte Aussehen von Tieren hervorrufen; in der
Tat sind sie fur die Farben der meisten Sdugetiere gemeinsam
verantwortlich. Wahrscheinlich bewirken sie zusammen mit
Carotinoiden auch die meisten Farben der Vogelfedern (blaue
und griine Farbténe entstehen oft durch Lichtbeugung oder
-streuung; hier spielen die Eumelanine indirekt eine wichtige
Rolle).

Eumelanine!*sind uneinheitliche, quervernetzte Polymere, die
sich hauptsachlich aus 5,6-Dihydroxyindol-Einheiten aufbau-
en und an Protein gebunden vorliegen. Diese Pigmente finden
sich vor allem in schwarzem Haar; einige Schattierungen von
braunem, ja sogar blondem Haar lassen sich durch Unterschie-
de in Konzentration, Form, Struktur und Oxidationsgrad
der Pigmentkdrnchen erkliren.

Frither wurde die spezifische Farbe von ,rotem“ Haar auf
Melanin-Oxidationsprodukte zuriickgefiihrt!?. 1878 extra-
hierte Sorby!3! aus ,,rotem“ Menschenhaar ein rotes Pigment,
Jjedoch behielt das Haar dabei seine urspriingliche Farbe. Die-
ses Pigment wurde 1943 von Flesch und Rothman'® erneut
isoliert; die Autoren gaben die vorliufige Formel
(C1sH20N;0g),Fe an und schlugen den Namen ,,Trichoside-
rin“ (tp1yog=Haar, oidnpov=Eisen) ,,zum voriibergehenden
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Gebrauch, bis die chemische Struktur der Verbindung gesi-
chert ist* vorl™]

1956 zeigte Barnicot'”), daB das ,Trichosiderin“ ein Artefakt
ist: Durch Extraktion von ,,rotem* Haar mit kalter verdiinnter
Alkalilauge erhielt er ein orange-gelbes Pigment, das beim
Erhitzen mit Sdure in das rote ,Trichosiderin® iiberging.
Danach fand Boldt, daB3 das rohe Pigment, das bei der Sdure-
Extraktion anfiel, chromatographisch in neun (gelbe, orange,
braune und violette) Komponenten aufgetrennt werden konn-
tet®) von denen sich einige ineinander umwandeln lieBen.
Die Analyse dieser Pigmente ergab, daf3 sie Schwefel enthielten;
da sich Eisen dagegen nur in Spuren fand, traf der Name
L Trichosiderin® mit Sicherheit nicht zu. Die Artefakte wurden
daraufhin als Pyrrotrichole (mvppdg = feurig) bezeichnet.
Parallel zu diesen Arbeiten wurden auch rote Gefliigelfedern
untersucht!®’; man erhielt hier bei der Extraktion mit Siure
dhnliche Pigment-Gemische. Trotz der sporadischen For-
schungen in mehr als 80 Jahren war aber noch kaum etwas
iiber die eigentliche Chemie der Pigmente aus rétlichen Haaren
und Federn bekannt, abgesehen von Indikator-Eigenschaften,
Elektronenspektren und zweifelhaften Elementaranalysen. Ei-
ner Arbeitsgruppe in Neapel gelang es nun in den letzten
Jahren, die Strukturen der Trichochrome zu ermitteln und
auch den allgemeinen Aufbau der polymeren Gallophaeo-
melanine aufzukliren.

2. Neuere Arbeiten

Die Erforschung der chemischen Struktur der Phaeomelanine
begann 1964 an der Universitit Neapel. Zunichst wurden
rote Federn von New-Hampshire-Hithnern mit heiler Salzsiu-
re extrahiert!'®!, Man erhielt ein Gemisch mehrerer roter und
violetter Pigmente, bei denen sich die Anwesenheit von Stick-
stoff und Schwefel bestiitigen lieB, jedoch fand man kein Eisen,
obwohl dicses am Anfang der Reinigungsoperationen nach-
weisbar war und auch tatséichlich im Haar enthalten ist. Bei
analoger Aufarbeitung von ,,rotem™ Menschenhaar erhielt man
ein Gemisch von vier roten Komponenten, jedoch in wesent-
lich geringerer Menge; zwei von ithnen waren auch aus Federn
erhalten worden.

Diese Ergebnisse bestitigten im wesentlichen die Arbeiten
von Boldi'®!. Da aber einige der Pigmente Artefakte sind und
da sich nur ein kleiner Teil der Farbsubstanzen durch Sdure
extrahieren liBt, verwendete man bei den folgenden Untersu-
chungen schwach alkalische Medien zur Extraktion!"'! Die
Extraktionder Federn von New-Hampshire-Hiihnern mit kal-
ter 0.1M NaOH ergab ein sehr kompliziertes Pigment-Ge-
misch, das sich jedoch bequem durch Ansiduern in zwei struktu-
rell verschiedene Gruppen trennen lief3: Die rotbraunen Gallo-
phaeomelanine wurden ausgefdllt, dagegen blieben die in gerin-
gerer Menge vorhandenen Pigmente (Trichochrome), die eine
starke Absorption im sichtbaren Bereich zeigen, in Losung.

3. Die Trichochrome

Die sdurelosliche Pigment-Fraktion wurde iiber eine lonen-
austauscher-Siule gereinigt und durch Chromatographie an

[*] Obwohl einige der Trichosiderin-Strukturen inzwischen aufgeklirt sind,

wurde der Name noch 1972 ,vorldufig® benutzt [5]. In diesem Beitrag wird
an seiner Stelle die Bezeichnung Trichochrome verwendet [6].
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Sephadex in drei gelbe Pigmente -- B1 (Spuren), B2 und Cl
- sowie zwei violette Pigmente - E und F — aufgetrennt.
Kurz nach Beginn dieser Untersuchung erkannten Prota und
Nicolaus' % ' intuitiv, daB die Phacomelanine in vivo wahr-
scheinlich auf einem Wege entstehen, der sich von der norma-
len Eumelanin-Genese durch die Beteiligung von Cystein un-
terscheidet. Die enge biogenetische Beziehung zwischen beiden
Gruppen zeigte sich dadurch, dal sowohl die Eumelanine
als auch die Phaeomelanine in Melanocyten gebildet werden;
ferner deuteten auch der ,,Wechselmechanismus™ bei den
Agutis und das konstante Stickstoff-Schwefel-Verhiltnis
von 2:1 in allen Feder-Pigmenten darauf hin. Schon sehr
frithzeitig konnte gezeigt werden, daf die enzymatische Oxida-
tion!'"! von Dopa (3,4-Dihydroxy-phenylalanin, s. auch Sche-
ma 3) in Gegenwart von Cystein zu einem rotbraunen Stoff
fihrt,der den Gallophaeomelaninen sehr dhnlich ist. Die blaB3-
gelbe Losung wechselte ihre Farbe innerhalb weniger Minuten
nach violett, wenn man die Oxidation nach kurzer Zeit durch
Sédurezusatz unterbrach, und es gelang, geringe Mengen der
violetten Pigmente Trichochrom E und F zu isolieren, die
auch aus Federn erhalten worden waren. So spielten bei der
Struktur-Aufklarung der Pigmente von Anfang an biogeneti-
sche Gesichtspunkte eine wesentliche Rolle.

3.1. Trichochrom B und Trichochrom C

Die gelb-orange Hauptkomponente C (frither als C1 bezeich-
net) verliert bei schwachem Erhitzen in saurer Losung Kohlen-
dioxid unter Bildung einer roten Substanz, die mit einem
der Pigmente identisch ist, die man vorher durch Extraktion
roter Federn und Haare mit heifler Sdure erhalten hatte:
d.h. ,,Descarboxy-C* ist eines der Trichosiderine. ,,Descarb-
oxy-C* verhalt sich, anders als Trichochrom C, als ein Indika-
tor: Esistin saurer Losungrot (A, =525nm)und in alkalischer
Losung gelb-orange (Amax=462nm). Es enthilt zwei Alanyl-
Reste, zwei Phenol-Gruppen und einen $-Lactam-Ring; beim
Abbau mit Jodwasserstoffsiure und rotem Phosphor!'# ergibt

HO g HO HO
HC S H.C
! CH,

CHNH, CHNH, |
CO.H CO,H QHNHZ
(1) (2) COzH
(3)
HO
Sw)
HaC SJ
CHNH,
CO,H (4)

es die Aminosduren (/) und (2) [sowic geringe Mengen
(4)].

Die rote Substanz konnte demnach entweder die Formel (5)
oder (8a) haben. Die Entscheidung zugunsten von (8a) fiel
durch spektroskopischen Vergleich mit der Modell-Substanz
(6). Weiter ergab sich, dal Trichochrom C die Struktur (8b)
hat, da sein NMR-Spektrum sich von demjenigen der Verbin-

[*] Die Agutis (oder Gutis), siidamerikanische Nagetiere, haben gestreifte
Haare, z. B. in den Farben gelb und schwarz; die Verteilung von Eumelaninen
und Phaeomelaninen kann in sehr kurzer Zeit wechseln.
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dung (8a) nur dadurch unterscheidet, daB das Signal des
Methin-Protons (6=19.13) fehlt!*2]

HO

e )—CHIND\ @r)‘CHI D

CHNH2 CHNHZ
COzH (5) CO,H
H OH
: :N R O
7
q (IJHZ
CHNH,
CHNHz COzH
CO,H
(7a), R = H

(7b), Trichochrom B, R = COyH

Pesiesh

CHNHZ CHNHZ
CO,H COzH
(8a), R = 1

(8b), Trichochrom C, R = CO,H

Trichochrom B (frither als B2 bezeichnet) hat sehr dhnliche
Eigenschaften wie das isomere Trichochrom C. Der Abbau
des roten ,,Descarboxy-B* mit Jodwasserstoffsdure und rotem
Phosphor fithrte zu den Aminosduren (1), (2) und (3). Da
(2) unter diesen Bedingungen aus (1) gebildet wird, entsteht
(3) (das man nur in sehr geringer Menge erhilt) vermutlich
aus einem Isomeren von (!); nach diesem Befund stellten
Prota et al.l'3! fiir die rote Substanz die Formel (7a) und
fir Trichochrom B die Formel ¢ 75 ) auf. Demnach unterschei-
den sich die Trichochrome B und C nur durch die Stellung
ihrer Alanyl-Seitenketten ; dieser Befund ist mit den biosynthe-
tischen Untersuchungen im Einklang (s. Abschnitt 5).

Die Trichochrome B und C sind in ,rotem* Menschenhaar
enthalten; wahrscheinlich kommen neben thnen noch zwei
weitere Isomere [Strukturen wie (7h) und (8h) mit den
Alanyl-Seitenketten in den Positionen 7,8’ und 8,8] vorf®,
Die entsprechenden roten decarboxylierten Pigmente, die man
durch saure Extraktion erhielt, konnten identifiziert werden'®l.

3.2. Trichochrom E und Trichochrom F

Die Absorption der beiden violetten Pigmente in der siurelos-
lichen Fraktion der Federn dndert sich von Ag.,=482nm
in alkalischer Losung auf Ay.x= 587 nm bei Zusatz von Siure.
Trichochrom F enthilt zwei Alanyl-Seitenketten und zwei
Phenol-Gruppen, jedoch fehlt ihm die Amid-Gruppe des Tri-
chochroms C: beim Erhitzen mit Jodwasserstoffsiure und
rotem Phosphor erhielt man die Aminosduren (2) und (etwas)
(4), die auch bei der Spaltung von (8a) entstanden. Nach
diesem Befund wurde die Struktur (10) fir Trichochrom F
vorgeschlagen!!*!: diese ist mit dem NMR-Spektrum (Reso-
nanz der beiden Azomethin-Protonen bei §=8.21) vollig im
Einklang. Das isomere Pigment E, das nur in sehr geringer
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(9), Trichochrom I

HO OH
HoC S S cl
CHNH, CHNH,
COH CO,H

(10), Trichochrom F

Menge erhalten wird, hat die gleiche chromophore Gruppe
wie Trichochrom F:; man nimmt an''%, daB es die Struktur
(9) hat, da der iibliche Abbau zu den isomeren Aminosduren
(2)und (3) fiihrt, die chromatographisch identifiziert wurden.

Die Strukturen (9) und (10) wurden durch eine biogenese-ar-
tige Synthese bestitigt!!*. Bekanntlich waren schon friiher
geringe Mengen der Trichochrome E und F durch Oxidation
eines Gemisches von Dopa und Cystein erhalten worden.
AnschlieBend fand man, daB 5- und 2-S-Cysteinyl-dopa (43 )
Zwischenprodukte dieser Reaktion sind; bei Oxidation eines
Gemisches dieser Verbindungen mit alkalischem Eisen(il1)-
cyanid wurden drei violette Produkte gebildet. Zwei von diesen
lieBen sich chromatographisch als Trichochrom E und F iden-
tifizieren; die dritte Substanz erwies sich als das symmetrische
8.8"-Isomere, das nur aus 2-S-Cysteinyl-dopa entstanden war.
(Niheres liber die Reaktionen s. Abschnitt 5.) Vor kurzem
wurde auch dieses dritte Pigment in den Federn der New-
Hampshire-Hiihner gefunden!®!,

3.3. Modell-Reaktionen

Die Struktur-Aufkldrung dieser neuartigen Pigmente und die
Auffindung ihres neuen Chromophors wurden durch Unter-
suchungen an Modell-Verbindungen'! > °! wesentlich gefor-
dert. Die Oxidation eines Gemisches aus 4-Methyl-brenzcate-
chin (anstelle von Dopa) und Cystein mit Eisen(ill)-cyanid
in schwach alkalischem Medium (NaHCO ;) ergab das instabi-
le gelbe Chinonimin ( 1), das sich in stirkeren Basen (NaOH)
sofort zum isomeren Lactam (12 ) umlagerte. Bei Behandlung
mit Siiure wurde die Losung von ( 11) augenblicklich intensiv
violett; das Produkt enthielt den gleichen Chromophor wie
die Trichochrome E und F. Dieser Befund war im Prinzip

) HO g
/NJ/ OH N:/r ¢
H3C s H3C s
0 o}
OH OH

CHs (/1) CH; (12)
HO
OH
THz (13)
H,3C SCH,CHCO,II
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recht befriedigend, jedoch storte die Aryloxy-Gruppe in diesen
Verbindungen, die sich aus einem Molekiil Cystein und zwei
Molekiilen 4-Methyl-brenzcatechin gebildet hatten.

Um ecine derartige Reaktion zu vermeiden, wurde nun der
Aufbau des Dihydrothiazin-Rings ausgehend von 4-Methyl-
1,2-benzochinon untersucht. Die Umsetzung mit Cystein-hy-
drogenchlorid ergab die Aminosédure (13); bei Behandlung
mit Sauerstoff in kalter 0.1 M NaOH entstand aus dieser das
Lactam (20 ) (A9 = 322 nm). Bei der spektrophotometrischen
Untersuchung des Reaktionsverlaufs fand man, daB in den
ersten Stufen ein gelbes Vorprodukt (M9 = 370 nm) entsteht;
daneben gelang es auch durch Abbrechen der Reaktion nach
20 Minuten, die labile Sdure (17) (nach Methylierung) zu
isolieren.

In spiteren Versuchen!'®! wurde die Aminosidure (13) unter
verschiedenen Bedingungen cyclisiert. Bei Oxidation bei
pH = 6.8 mit Pilz-Polyphenol-Oxidase, oder nicht-enzymatisch
mit einer katalytischen Menge Sauerstoff, entstand sofort die
Aminosidure (16) in hoher Ausbeute. Da fur diese Reaktion
nur eine geringe Menge Sauerstoff benotigt wird, entsteht
wahrscheinlich zunichst das o-Chinon ( 14 ), das unter Elimi-
nierung von Wasser zum Chinonimin (15) cyclisiert; dieses
wird anschliefend durch die Ausgangsverbindung (13) zum
Produkt ( 16 ) reduziert, wobei sich gleichzeitig neues 0-Chinon
( 14) bildet, das den Cyclus fortsetzt.

Schema 1 zeigt dic Reaktionsfolge, nach der sich die 1,4-Benzo-
thiazin-Derivate aus der Aminosiure (13) bilden (vgl.!'5 1€]),

O

Ng-R Ny -RR
sealeeiNgpiag
S
(2la), R = C¢Hs  (22a), R = C¢Hy  (23a), R = CgHj
(23b), R = p-BrCgHy
(23¢), R = H

HO O11

L0
R r
HiC S S Cli;

(24)
spaltung; man erhilt hier sowohl aus (21a) als auch aus
(22a) in kaltem Dioxan mit guter Ausbeute die Verbindung

(234)13 Ahnlich wird (16) unter oxidativer Decarboxylie-
rung in (24) umgewandeltt2°1,
O

OH OH
_N._ OH N, N
9 J/ \] [/

H,C S 5C S S CHj

OR OR OR

(11) (25)
Cliy

Die ve mutlich radikalisch verlaufenden Reaktionen bei der

Bildung der synthetischen A?%?2-Bi(1,4-benzothiazine) wie
(23a) t \ben auch fiir die Biosynthese derartiger Pigmente

HO g

O
O ~
o . N-CO,H COzH
(13~ Ji:/[ e =5 Jf;i T @[
H;C S(,HZCHL()ZH HaC S

(14) (15)

HO
Ly
C S H

(17) (18)

1HO©

Schema |

Interessant ist,daB das o-Chinon ( 14) stets nur einer 1,2-Addi-
tion unterliegt und unter Dehydratisierung das Chinonimin
(15 ) bildet. Auch die analoge Verbindung aus 4-Methyl-1,2-
benzochinon und 2-Aminoithan-thiol verhilt sich so!'"; in
keinem Fall cyclisiert die Verbindung in 1,4-Stellung zu einem
Aminochinon. Die Reaktion von (13) in alkalischer Losung
(Schema 1) verlduft iiber folgende Schritte: Basen-katalysierte
Aromatisierung zu ( 17 ), Hydratisierung der Azomethin-Grup-
pein (17 ), Oxidation des entstandenen o-Aminophenols (18)
und zuletzt Decarboxylierung des Produkts ( 19 ) unter Aroma-
tisierung und Bildung des Lactams (20 ).

Hinsichtlich der Umwandlung dieser Derivate in Verbindun-
gen vom Trichochrom-Typ war bereits bekannt, daB sich 2H-
1,4-Benzothiazine sehr leicht oxidativ dimerisieren lassen. Die-
se Reaktion wurde zuerst am 3-Phenyl-Derivat (21a) beob-
achtet, das beim Erhitzen mit Pikrinsdure das Dehydro-Dime-
re (22a) ergab!8l; die italienische Arbeitsgruppe!!®! zeigte
spiter, daB dieselbe Reaktion schon unter Einwirkung von
Sauerstoff in angesiuertem Athanol bei Raumtemperatur ab-
14uft. Chloranil fiihrt zu einer weitgehenden Wasserstoff-Ab-
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HO 11 HO
N COH N O oO Ny OH
IOH — j<OH — j
c S H,C H,C S

(16)

HO g

- Ly

(19) (20)

Bedeutung. Dagegen ist die Umwandlung des Chinonimins
(11)indas Produkt (25 ) in saurer LGsung ein nicht-oxidativer
Vorgang, der in Abwesenheit von Sauerstoff verlduft.

3.4. Der Trichochrom-Chromophor

Die Auffindung eines neuen natiirlichen Chromophors ist ein
seltenes Ereignis. Die Trichochrome enthalten das konjugierte
System —S—C=C-—C=N— und gehéren damit wie die
Betacyanine — Pigmente aus Pflanzen — in die Gruppe der
Polymethin-Farbstoffe. Die Protonierung in saurer Losung

H H
SOESSRN g ale
- ) L10
IS S ©[s X5
(26) N

O

X_
H (27)
-X

(0]
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fiihrt zu mesomeren Kationen vom Typ (26, die sich bei (9),
(10) und (25) durch eine ausgeprigte bathochrome Verschie-
bung um ca. 100nm bemerkbar machen (s. Tabelle 1). Bei Lac-
tamen wie (7a) und (8a) ist diese Verschiebung auf ca. 70nm
erniedrigt ; in den Trichochromen B (7b) und C (8b) verrin-
gert die zusitzliche Carboxy-Gruppe an C-3 die Basizitit so
stark, dafl normalerweise keine Protonierung am benachbarten
Stickstoffatom stattfindet. In Essigsiure wird der Thiazin-
Stickstoff jedoch basischer, und mit Chlorwasserstoff gelingt
die Protonierung, die zur Verschiebung des Absorptionsmaxi-
mums nach 550nm fiihrt!*2),

Tabelle {. Absorption der A%?-Bi(1,4-benzothiazine) im sichtbaren Bereich.

Verb. in C,HsOH

Athylenchlorhydrin 16sen. Die Fraktionen bestehen aus Gemi-
schen sehr idhnlicher Makromolekiile und sind keine einheit-
lichen chemischen Substanzen.

Gallophaeomelanin-1 ist das hiufigste Pigment, es ist protein-
frei und hat ein mittleres Molekulargewicht von etwa 2000.
Die Gallophaeomelanine-2, -3 und -4 sind dagegen Chromo-
proteine. Sie bestehen zu etwa 60% aus einem Protein, das
sich vom Feder-Keratin unterscheidet, denn bei der Hydrolyse
erhidlt man 16 Aminosiduren, aber kein Cystin. Die Phaeo-
melanine sind allgemein schwierig zu handhaben und lassen
sich nicht mit den iiblichen spektroskopischen Methoden un-

A max Lnm] (log €)
in 0.1 M NaOH

(7b), Trichochrom B

454 (3.98)

in HCI [a]

450 Sch [b]
460 Sch [b]
587 [c]

587 (4.42) [c]
525 (4.16) [c]
525 (4.18) [c]
594 (3.78) [d]
625 (3.57) [d]
596 (4.45) [e]

(8b), Trichochrom C 452 (4.13)
(9), Trichochrom E 482

(10), Trichochrom F 482 (4.33)
(7a) 462 (4.19)
(8a) 458 (4.21)
(23a) 466 (3.78)

(23b) 478 (3.89)

(25) 487 (4.34)

[a] pH-abhingig.

[b] In 1 N HCL

[c] In 2N HCL

[d] In C;HsOH/12N HCI1 (84:16, v/v).
[e] In C:HsOH/12N HC1(99:1, v/v).

Durch Oxidation von 3-Aryl-2H-1,4-benzothiazinen vom Typ
(21) mit Chloranil entstehen die cis- (rot) und trans-Formen
(gelb) nebeneinander; bei (23bh) wurden diese isoliert und
durch Rontgen-Analyse untersucht!?'l, Beide Formen sind
in festem Zustand stabil, lassen sich aber in L&ésung schon
bei Raumtemperatur ineinander iiberfiihren und haben folglich
eine sehr dhnliche Absorption im UV und im sichtbaren Be-
reich. Uberraschenderweise ist das cis-Isomere stabiler, ob-
wohl die Gruppen im Zentrum des Molekiils sehr gedridngt
sind.

Die unsubstituierte Verbindung (23¢) ist nicht bekannt™, Es
wiire interessant, an ihr die cis-trans-Beziehung zu studieren,
da hier die raumfiillenden Gruppen an C-3 und C-3’ fehlen;
auBerdem miite nach Liittke die trans-Form ein indigoider
Farbstoff sein. Theoretisch{??! und experimentell'?¥ wurde
gezeigt, dal3 als Grund-Chromophor dieser Farbstoffe die
Gruppierung (27) angesehen werden kann. trans-(23¢) ent-
hilt (wie die Trichochrome allgemein) die wichtigsten Bestand-
teile, namlich zwei Donor- und zwei Acceptor-Gruppen, die
wiein (27 ) angeordnet sind und ein doppelt-kreuzkonjugiertes
System bilden.

4. Die Gallophaecomelanine

Die Gallophaeomelanine sind die Hauptpigmente in den Fe-
dern der New-Hampshire-Hiihner ( Gallus gallus). Die Pig-
mente wurden durch Dialyse und Chromatographie an Sepha-
dex in vier Hauptfraktionen, die Gallophaeomelanine-1 bis -4,
aufgetrennt!?# und auf diesem Wege als feste, rotbraune, amor-
phe, unschmelzbare, aus C, H, N, O und S aufgebaute Stoffe er-
halten, die sich nur in Natronlauge, Ameisensdure und saurem

[*] Anmerkung bei der Korrektur (17. April 1974): Diese Verbindung ist
inzwischen synthetisiert worden (G. Prota, E. Ponsiglione u. R. Ruggiero,
Tetrahedron, im Druck).
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tersuchen. lhre UV-Spektren und sichtbaren Spektren zeigen
keine definierten Maxima, und bei den IR- und NMR-Spektren
finden sich nur breite Banden von geringem Aussagewert.
Das Strukturproblem liegt also hier Zhnlich wie bei den Eume-
laninen, und es wurde auch wie bei diesen durch klassischen
chemischen Abbau angegangen.

4.1. Gallophaeomelanin-1

Dieses Pigment enthilt Carboxy-, primiare Amino- und Phe-
nol-Gruppen. In der Alkali-Schmelze!?* ergab es ein Gemisch
einfacher Brenzcatechine und o-Amino-phenole, insbesondere
4-Amino-3-hydroxy-benzoesidure; bei der Oxidation mit Was-
serstoffperoxid'?# wurden dagegen Cysteinsiure sowie kleine
Mengen an Glycin und Asparaginsiure erhalten. Bezeichnen-
derweise fehlten aber Pyrrol- und Indol-Derivate, die charakte-
ristischen Abbauprodukte der Eumelanine; hieraus ergab sich,
daB die Phacomelanine keine Abwandlungsprodukte der Eu-
melanine sind. GroBere Fragmente, vor allem die Aminosduren
(2) und (4) mit kleineren Mengen von (/) und (3) sowie
die Benzothiazol-Derivate (28) und (37), wurden beim Ko-
chen des Pigments mit Jodwasserstoffsdure!?# 2%) erhalten. Die
Oxidation mit Permanganat!?® 2" ergab dagegen kleine Men-
gen der Thiazol- und Pyridincarbonsiduren (29 ), (30a), (31a)
und (32). Die Sidure (29) entsteht bei dieser Reaktion aus
der Sidure (30a); die Sduren (30a) und (3/a) bilden sich
wihrend dieser Reaktion aus den Amiden (3056 ) bzw. (31b).
Die Schliisselsubstanz ist Verbindung (32 ). Wahrend der Thi-
azol-Teileindeutigauseiner Benzothiazol-Einheit des Pigments
entsteht, ist die Herkunft des Pyridin-Teils weniger offensicht-
lich. Da sich die Gallophaeomelanine jedoch wahrscheinlich
aus Dopa und Cystein bilden, vermuteten Minale et al.l?7),
dalB} ein reduzierter Pyridin-Ring im Verlauf der Biogenese
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HO

@F'N Ty

s HO,C s HO,C s~com
HZ‘CIHNH (29) (30a), R = OH

(28) O,H ’ (30h), R = NH,

CO,H CO,H
B )zcﬁ HO,C FN HO,C B
ROC™SN"CO,H  HO,C sI N CO,H
(314), R = OH (32)
(31h), R = NH,

durch Cyclisieren einer Alanyl-Seitenkette [ wie bei ( 33) ange-
geben] entstehen konnte. Wenn man diesen Vorgang auf
Verbindung (34) (oder das Isomere mit der Seitenkette an
C-7 der Benzothiazol-Einheit) iibertriigt, lassen sich die mei-
sten Abbauprodukte erklidren (s. Schema 2). Die Benzothiazole
(4), (28) und (37) konnten durch umgekehrte Mannich-
Reaktionen entstehen, wobei das Methyl-Analogon (37 ) durch
Reduktion aus dem noch nicht gefundenen (38) entstehen
konnte. In einer Modell-Reaktion lieB sich zeigen, daf} Benzo-
thiazol-2-carbaldehyd in siedender Jodwasserstoffsdure rasch
zu 2-Methyl-benzothiazol reduztert wird.

COH

HaC
CHINIL
CO-H —n@{lu

OH

1O HyN

HLC S)

|
LI"HNH2 y (35)
CO,H (4 o COyH

=
N7C O,

~.“®‘n;()
o
HpN HO
3 /@ii\r St N
SNTCO,H oG S)\CHa H.C S)\CHO

HO

N

C1INI, CHNIL,
|
136) COll (37 COH (38

Schema 2

Nach Schema 2 miil3te eines der Abbauprodukte ein 3,4-Dihy-
droisochinolin ( 35 ) sein. Dieser Befund wurde durch weitere
Modell-Versuche!?®! gestiitzt; auBerdem fiihrte die erneute
chromatographische Untersuchung sidmtlicher beim Siiureab-
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bau von Gallophaeomelanin-1 erhaltener Produkte zur Isolie-
rung vondrei [sochinolin-Derivaten!2°!, einschlieBlich der Ver-
bindung (36) (als Dimethyl-Derivat). Demnach ist es sehr
wahrscheinlich, daf} im Gallophaeomelanin-1 Tetrahydroiso-
chinolin-Einheiten vom Typ (34) vorliegen.

Das groBte, aus Gallophaeomelanin-1 erhaltene Abbaupro-
dukt wurde bisher nicht erwiihnt. Es ist die Polycarbonsiiure
(39), die mit 0.1 % Ausbeute in Form ihres Permethylesters
bei einer Oxidation mit Permanganat!?’! gewonnen wurde.
Diese Verbindung mul3 von einem Teil des Makromolekiils
stammen, der die drei in Formel (40) gezeigien Einheiten,
darunter zwei Benzothiazol-Reste, enthiilt. Noch nicht gesi-
chert ist, ob sich alles Benzothiazolyl-alanin (4), das beim
Abbau entsteht, aus endstiindigen Resten wie in Formel (40)
bildet ; die isomere Aminoséure ( 28 ) muf3 von isomeren Benzo-
thiazol-Einheiten stammen. Die Teilstruktur (40) zeigt, wie
man sich derzeit den allgemeinen Aufbau des Gallophaeo-
melanins-1 vorstellt, das natiirlich kein regelmifliges Polyme-
res ist.

Unter den Abbauprodukten des Gallophaeomelanins-1 treten
auch das Benzothiazinon (1) sowie Sulfoessigsiiure!?®! auf;
daraus ergibt sich, daf} ein Teil des Schwefels in {.4-Thiazin-
Ringen vorliegt. Und der relativ groBe Anteil an Cysteinsidure
(10%), den man bei der Oxidation mit Wasserstoffperoxtd

CO,H

OH

)\: ‘CH,

CIINH,
(2) CO.H

erhilt, legt die Annahme von nicht cyclisierten Cysteinyl-Sei-
tenketten nahe. AuBerdem deutet die Absorption im Sichtba-
rendaraufhin,daf einige Segmente der Gallophaeomelanin-1-
Makromolekiile eine hohere Oxidationsstufe haben; wahr-
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(39)
HO (o]
N—} N—}
S5~"OH | 5—7 o
~ N N
110,C N 3 HO,C g y
HO S HO S |
N N NCO.H N N”CO.H
H S H
S S
HO.C™ NHy (40) HOLC ~ "NH;y (41)

scheinlich liegen einige der Phenol-Ringe in (40 ) in chinoider
Form, moglicherweise in Konjugation vor [(41)]

4.2. Weitere Gallophaeomelanine

Die Gallophaeomelanine-2, -3 und -4 ergaben die gleichen
Abbauprodukte wie Gallophaeomelanin-1 und miissen daher
die gleiche allgemeine Struktur wie dieses haben; moglicher-
weise unterscheiden sie sich von ihm nur durch ihr Molekular-
gewicht und ihre Bindung an Protein!24].

Fattorusso et al. 3% untersuchten auch die rotbraunen Pigmen-
te in den Federn von Fasanen, Rebhiihnern, Tauben und
Rhodelinder-Hiihnern, in den Haaren von Kaninchen und
Ziegen sowie in ,rotem™ Menschenhaar mit den iiblichen
Abbaureaktionen. Alle diese Pigmente sind Gallophaeo-
melanine. Dagegen enthélt das Haar einiger brauner Ziegen
und Schafe nur Eumelanine, das Haar von Rehen Eumelanine
und Gallophaeomelanine.

5. Biogenese

Die Arbeitsgruppe in Neapel lieB3 sich bei ihren Forschungen
von der Hypothese!*! leiten, daB die Phacomelanine in vivo
aus Tyrosin und Cystein auf einem Wege entstehen, der vom
normalen Syntheseweg der Eumelanine abzweigt. Eine direkte
Bestitigung fiir diese Annahme wurde vor kurzem durch eine

Tyrosin — Dopa —> —> Chinone
. :>—""> Phaeomelanine
Cystein

cytochemische Untersuchung!3!! {iber die Bildung von Phaeo-
melaninen in den Feder-Papillen von New-Hampshire-Kiiken-
embryonen erhalten. Hierbei fand man, daB3 [3-'*C]-Cystein
und [2-'*C]-Tyrosin spezifisch in die Pigment-Zellen einge-
baut wurden; ein Tyrosinase-Inhibitor unterdriickte diesen
Einbau jedoch fast vollstindig. Dieser Befund steht mit frithe-
ren Beobachtungen!3? iiber die Tyrosinase- und Dopa-Oxida-
se-Aktivitit in Eumelanin- und Phaeomelanin-bildenden
Haar-Follikeln und Feder-Papillen im Einklang.

Weitere Untersuchungen!332 iber die enzymatische Oxidation
von Dopa und Cystein zeigten, daf die rotbraunen, amorphen
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Endprodukte sich nicht vom Gallophaeomelanin-1 unterschie-
den;sie ergaben zudem die gleichen Abbauprodukte, vor allem
solche, die aus Struktur-Einheiten auf Basis von 5-S-Cysteinyl-
dopa entstehen. Trichochrome wurden unter diesen Bedingun-
gen nicht gebildet; dagegen entstehen die violetten Trichochro-
me E und F, wenn das Oxidationsgemisch nach kurzer Zeit
angesiuert wird. Diese Pigmente miissen sich aus Vorproduk-
ten bilden, die auf einer frithen Stufe der Phaecomelanin-Genese
entstehen. Wihrend der ersten 30 Minuten der Oxidation
treten 5- und 2-S-Cysteinyl-dopa (43 ), wie die automatische
Aminosidureanalyse zeigte, sehr schnell auf (das erste in grofle-
rer Menge) und verschwinden dann wieder. Startreaktion ist
demnach die Oxidation von Dopa zum Chinon (42), der
sich die 1,6-Addition von Cystein!***! anschlieBt; diese Reak-
tion muB} sehr schnell ablaufen und damit die Cyclisierung
von (42) zu einem Produkt mit Indol-Geriist zuriickdriingen,
die ein Schritt der Eumelanin-Biosynthese ist. [Bei einer Mo-
dell-Reaktion mit Cystein-iithylester und N-Acetyl-3-(1,2-ben-
zochinon-4-yljalanin-dthylester (,,N-Acetyl-dopachinon-ithyl-
ester**) konnten (nach Acetylierung) beide Produkte der 1,6-Ad-
dition isoliert werden, wobei das Verhiltnis von 5- zu 2-S-
Cysteinyl-Derivat bei 19: 1 lag.] Bei getrennter enzymatischer
Oxidation von 5- und 2-S-Cysteinyl-dopa (43) erhielt man
die erwarteten Phaeomelanine, die auch die gleichen Produkte
beim Sidureabbau wie oben ergaben, auBer daf3 erwartungsge-
miB die Sduren (3 ) und ( 28 ) nur aus dem ,.2-S-Cysteinyl-do-
pa-phaeomelanin® erhalten wurden.

In weiteren in-vitro-Untersuchungen oxidierten Prota et al.!'®!
5- und 2-S-Cysteinyl-dopa (43 ) getrennt mit Pilz-Polyphenol-

HO
—— _—
Hz(lj Fnzym HZ(I: Enzym
(liHI\;Hz gHI\'H2
CO,H CO,H
Dopa
O HO
Fims
HaC SCH,CHC O,H —fneym
CHNH, GHa
CHNH
COH  (42) i z
CO.H (43)
O O
N ~
@EO NH, jcozﬂ
|
SCHRCHC O,H S
CHo CH,
CIHJ\'Hz CHNH,
COH  (44) COsll
HO g
2u® N_Cco.H
T J/ —» —> —> Phaeomelanine
) S
CHNH,

]
COM  (45)

Schema 3

Oxidase bei pH = 6.8 und verfolgten die Reaktion spektropho-
tometrisch. Die Ausgangssubstanzen wandelten sich innerhalb
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weniger Minuten quantitativ in neue Produkte um; diese wur-
den isoliert und durch Vergleich mit der Modell-Substanz
(16) als die labilen Aminosduren (45 } identifiziert. [ Die Ami-
nosduren (45) entstanden auBerdem in nicht-enzymatischer
Reaktion aus den beiden Cysteinyl-dopa-Verbindungen (43)
durch Oxygenierung bei pH=283.] Bei der enzymatischen
Oxidation wird nur eine katalytische Menge Sauerstoff
benotigt, um die Bildung des o-Chinons (44) in Gang zu
bringen; danach lduft die Reaktion spontan ab wie in der
Modell-Reaktion (Schema 1).

In Schema 329 sind die ersten Schritte der Phacomelanin-Bio-
senese angedeutet. Enzyme sind wahrscheinlich nur, wie bei
der Eumelanin-Biogenese, fiir die Bildung von Dopa-chinon
t 42 ) erforderlich. Die Abweichung vom Eumelanin-Synthese-
weg beginnt nach der Bildung des Dopa-chinons; die An-
oder Abwesenheit von Cystein entscheidet dariiber, ob die
Melanocyten Eumelanine und/oder Phaeomelanine produzie-
ren.

{:in Wechsel der Cystein-K onzentration kann fiir die Ande-
rung der Haarfarbe bei den Agutis verantwortlich sein. So
seigte Cleffmann®#, dal3 der Thiol-Gehalt in den Pigment-Zel-
len der Agutis vor dem Wechsel der Pigment-Produktion von
den Eumelaninen zu den Phacomelaninen zunimmt. Interes-
sunterweise wurde Cysteinyl-dopa vor kurzem auch in einem
bosartigen Melanom eines Patienten mit ,,rotem” Haar gefun-
denl?3),

Schr wenig ist bisher iiber die weitere Biogenese der Phaeo-
melanine nach der Dihydrothiazin-Stufe (45) bekannt. Die
roten und violetten Pigmente entstehen sicher durch oxidative
Dimerisierung, jedoch sind die Einzelheiten hier noch nicht
veklirt; aus den Modell-Untersuchungen ergab sich aber be-
reits, dafl die oxidative Dimerisierung der Isomeren (45) zur
Bildung aller Trichochrome fithren kann: Unter Decarboxylie-

HO
H2C|' i :s C” i : )
CHNH, CHNH2
CO,H COH
(37) (4)
aktiv inaktiv
IIJT
HO
*
opa + HSCH,CHCO,H > —
Hz? S
CHNH
[ 2 (34)
CO,H
lKMn(h
CO,H
HO,C I N HOZC: I\)\/\ H02C| N
| + |
HO,C” Y57 a 5 N7 CO,H HO,C s)a
(32) (29)
aktiv inaktiv

rung entstehen Trichochrom E und F und unter oxidativer
Decarboxylierung Trichochrom B und C [vgl. (17)—(20)]
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Weitere Einzelheiten iiber die Biogenese der makromolekula-
ren Pigmente wurden durch enzymatische Oxidation von Do-
pa und [3-'*C]-Cystein bekannt!°l. Der Abbau des erhaltenen
radioaktiven Dopa-phaeomelanins mit Jodwasserstoffsdure,
oder mit Permanganat in alkalischer Losung, ergab mehrere
Produkte, von denen nur (32) und (37) aktiv waren; die
spezifische Aktivitit entsprach fast genau derjenigen des mar-
kierten Cysteins. Unter der Annahme von Teilstruktur (34)
148t sich zeigen, daB C, aus C-3 des Cysteins und C, aus
C-2 hervorgeht. Da sich (34) aus Vorprodukten mit Benzo-
thiazin-Einheiten bildet, muf3 eine Ring-Kontraktion in der
Weise vor sich gehen, daB das Schwefel-Atom eines Thiazin-
Rings an C-3 dieses Rings gebunden wird, wodurch C-2 exocy-
clisch wird. Benzothiazole konnen nicht vor der Pigment-Bil-
dung nachgewiesen werden; somit ist anzunehmen, dal3 die
Polymerisation auf der Benzothiazin-Stufe stattfindet und daf3
sich die Ring-Kontraktion anschlieft. Um diesen Vorgang
zuerkldren, nehmen Minale et al.*® an, daB Benzothiazin-Ein-
heiten an C-2 und C-8 miteinander kuppeln und sich dann
wie in (46 ), R=H oder CO,H, angegeben, umwandeln. Hier-

OH OH
RN R /N
HO S
CcO,H N

@(/kfl al 0 { g Cco,H
S
HO,C NH2
H,N CO,H
(46)

bei werden gleichzeitig Benzothiazol- und Tetrahydroisochi-
nolin-Einheiten gebildet. Dieser sehr plausible Vorschlag geht
davon aus, daB der Dihydrothiazin-Ring (vgl. Schema 3) vor
der Ring-Kontraktion dehydriert wird. Interessant wire auch
zu wissen, ob sich 2H-1,4-Benzothiazine und Phenole in vitro
oxidativ miteinander kuppeln lassen.

Wie erwihnt wird als Nebenprodukt beim Abbau von Tri-
chochrom C mit Jodwasserstoffsdure das Benzothiazol (4)
erhalten. AuBerdem entsteht diese Verbindung auch aus dem
Dihydrobenzothiazin (1) durch Kochen mit Salzsiure(25).
Diese Art der Ring-Kontraktion ist neu.

Ich danke dem Laboratorio per la Chimica e Fisica delle Mole-
cole di Interesse Biologico, C. N. R., Arco Felice, Neapel,
( Direktor: Professor R. A. Nicolaus), wo der vorliegende Bei-
trag geschrieben wurde, fiir die gropziigige Gastfreundschafi. Mei-
nen italienischen Kollegen Professor E. Fattorusso, Professor
L. Minale und Professor G. Prota danke ich fiir Informationen
und Kritik.

. Eingegangen am 19. Februar 1974 [A 997]
Ubersetzt von Dipl.-Chem. Johanna Férster, Ludwigshafen
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Die physikalischen Eigenschaften und die chemische Reaktivitit des Porphyrin-Makrocyclus,
dessen Bildung mit einem einfachen statistischen Argument rationalisiert werden kann, sind
in mannigfacher Weise mit denen der aromatischen Kohlenwasserstoffe verwandt. Die Reaktivitét
des Porphyrinliganden in seinen Metallkomplexen wird durch den unterschiedlich ausgeprigten
induktiven Effekt der jeweiligen zentralen Metall-lonen auf das konjugierte n-Elektronensystem
in weiten Grenzen variiert. Einelektronenreaktionen, Phlorinbildungen durch Addition von
Wasserstoff oder Sauerstoff an die Methinbriicken sowie die Bildung von n-Komplexen stehen
dabei im Vordergrund. Die biochemische Reaktivitidt des Porphyrinliganden entspricht weitge-

hend seiner in-vitro-Chemie.

1. Einfithrung

Metall-Porphyrin-Komplexel**1 ¢  } sind in biologischen Re-
doxsystemen, z. B. Redoxketten der Photosynthese und der
Atmung, allgegenwiirtig. Der starre, planare Porphyrinligand

[*] Doz Dr. J.-H. Fuhrhop
Gesellschaft fiir Molekularbiologische Forschung
3301 Stockheim
und Institut fiir Organische Chemie der Technischen Universitiit
3300 Braunschweig, SchleinitzstraBe

[**] Teile dieses Fortschrittsberichts sind der Habilitationsschrift des Autors,
Technische Universitiit Braunschweig 1972 entnommen.

[***] Anmerkung zur Nomenklatur: Definitive IUPAC-Regeln fiir diese
Verbindungsklasse gibt es u. W. noch nicht. Der unsubstituierte Makrocyclus
aus vier Pyrrolringen und vier Methinbriicken wird Porphin oder Porphyrin
genannt. Systeme mit partiell hydrierten Pyrrolringen heiBen Chlorine. solche
mit ein, zwei, drei bzw. vier reduzierten Methinbriicken heilen Phlorine. Por-
phodimethene, Porphomethene bzw. Porphyrinogene (s. auch R. Bonnett,
Ann. N.Y. Acad. Sci. 206. 745 (1973)).
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erfiillt dabei im wesentlichen zwet Aufgaben. Zum einen fixiert
er redoxaktive Eisen-lonen in einem Reaktionszentrum und
modifiziert zugleich ihr Oxidationspotential durch die Ausbil-
dung von kovalenten Stickstoff-Metall-Bindungen in der Por-
phyrinebene. Ein derartiges metallisches Reaktionszentrum

R? R? 7 R

(1) coocH,’ (2
COOPhytyl
Porphin: RI-R® =11, Ty
M=2H Chlorophyll a: R = CH,4
Bacteriochlorophyll: R = CHO,

hydriert in 3,4
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