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Das Verhalten der Dimethylester von Bilirubin und Biliverdin (BRE bzw. BVE) und ver- 
wandter hea re r  Tetrapyrrole im elektronischen Grund- und Anregungszustand ist mit pho- 
tochemischen und spektroskopischen Methoden - Absorption, Fluoreszenz, Fluoreszenzan- 
regung, mediuminduziertem Circulardichroismus und magnetischer Protonenresonanz - 
untersucht worden. Beide Tetrapyrroltypen bilden in sehr verdiinnten Losungen Gemische 
von topologischen Isomeren. Bei den Bilirubinen wird die Heterogenitat der Losungen 
hauptsachlich auf zwei Konformere rnit unterschiedlicher iiiumlicher Anordnung der A/B- 
und C/D-Pyrromethenonteile zueinander zuriickgefuhrt. Die spektralen Eigenschaften des 
einen Konformers entsprechen jenen des isolierten Pyrromethenon-Grundchromophors, 
wiihrend diejenigen des anderen eine elektronische Kopplung der beiden vermutlich in 
,,Fahiegel“-Anordnung gehaltenen Teilchromophore widerspiegelt. Drehungen um die 
Einfachbindungen C-5-C-6 und C-14-C-15 beteiligen sich parallel zu den photochemi- 
schen Kanillen (E+Z-Isomerisierung und Lumirubinbildung) an der strahlungslosen Des- 
aktivierung des angeregten Singulettzustandes. Die weniger bewegliche ,,Falzziegel“-Kom- 
ponente wird zusatzlich durch Prozesse desaktiviert, die durch Wasserstoffbriicken ausge- 
18st werden. Bei den um zwei H-Atome tirmeren Biliverdinen sind die Verhaltnisse bedeu- 
tend komplexer. Um detailliertere Einsicht in die Mechanismen der strahlungslosen Desak- 
tivierung der Anregungszusthde zu gewinnen, wurden die stationiiren Methoden durch 
zeitaufgeloste Methoden wie optoakustische Spektroskopie und ultraschnelle Absorptions- 
(Pump-Probe) und Fluoreszenz-Detektionstechniken (Single-Photon-Timing) erganzt. Die 
Usung enthtilt eine (Gruppe von) helical gekriimmte(n) all-2,all-syn-Spezies sowie Konfor- 
mere mit gestreckter Anordnung der Ringe B und C um C-10 (E-anti, E-syn und Z-anti). 
Zwei angeregte Singulettzustande mit Picosekunden-Lebenszeiten sind einer oder zwei ge- 
kriimmten Grundzustandsformen zuzuordnen, und zwei bemerkenswert langlebige Nanose- 
kunden-Zustinde entsprechen jeweils einer der gestreckten Grundzustandsformen. Zu den 
Ursachen der strahlungslosen Desaktivierung der Picosekunden-Zustande zahlen Drehun- 
gen um CC-Einfachbindungen und beim kiirzerlebigen Zustand zusatzlich auch die intra- 
molekulare Protonverschiebung zwischen den B/C-Stickstoffatomen. Auch die 2d E-Pho- 
toisomerisierung ist ein wichtiger Desaktivierungskanal. Sie liefert selektiv ein gestrecktes 
Isomer (10E-anti), das bei Raumtemperatur thermisch das gekriimmte Ausgangsmaterial 
zuriickbildet. Bei Erhitzen oder Ultraschallbehandlung kann sich ein thermisch auch bei 
Raumtemperatur stabiles gestrecktes Isomer (1 OE-syn) bilden. Diese Form wandelt sich 
praktisch vollstiindig in Aggregate (vermutlich Dimere) um, und zwar bei Konzentrationen, 
bei denen die gekriimmte Komponente noch anscheinend unverindert monomer vorliegt. 

1. Einleitung[**] 

Lineare, d. h. offenkettige Tetrapyrrole (vgl. Schema 1) 
entstehen biogenetisch aus 8-Aminoltivulins&ure iiber Por- 
phyrine, die oxidativ - in Pflanzen und niederen Algen di- 
rekt und in haheren Organismen erst nach Entfernung des 
~ 
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I**] Abknrzungcn: BVE-H+, monoprotonierter Biliverdindimcthylester; 
Duv/Dv,,, Verhaltnis der Dipolsarken von UV- und Vis-Absorptions- 
und Fluoreszenzanngungsbandcn; DPL, Dipalmitoyllecithin; EYL, Ei- 
gelb-Lecithin: LIOAS, laserinduzierte optoakustische Spektroskopie; 
NBVE-1x6. Neobiliverdin-1x6-dimethylester: PP, Picosekunden-Pump- 
Probe; SA, Serumalbumin; SICD, medium(Usungsmitte1, Membran)in- 
duzierter Circulardichroisrnus; SPT, Single-Photon-Timing; ZnBVE, 
Zink-Komplex von Biliverdindimethylester ; wciterc AbkUrmngen siehe 
auch Schemata 1,2,4,6 und 8. 
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Eisens aus dem Hiimin - an einer von zwei (a und y )  der 
vier Methinbriicken gespalten werden”’. Sie sind in der 
Natur als Abbauprodukte (z. B. neurotoxisches Bilirubin in 
der Gallenfliissigkeit), als Chromophore (in Biliproteinen, 
wo sie wichtige photobiologische Funktionen erfiillen) und 
als Pigmente von Schmetterlingen (2. B. Biliverdin 
IXy = Pterobilin) zu finden. 

Die linearen Tetrapyrrole verdienen auch aus anderen 
Griinden groDes Interesse. Sie sind bemerkenswert flexible 
Chromophore, und es ist a priori eine groBe Zahl von kon- 
figurativ und konformativ verschiedenen sowie tautome- 
ren Formen derselben Konstitution denkbar. Ferner ist zu 
erwarten, daB einige Umwandlungen dieser Formen aus- 
schlieBlich photochemisch, d. h. im lichtangeregten Zu- 
stand, stattfinden. Dies trifft besonders auf E + Z-Isomeri- 
sierungen der exocyclischen Doppelbindungen zu. Andere, 
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6R (R C 0 2 H )  Bilirubin (IXa) 
6RE (R C 0 2 C H 3 )  Bilirubindimethylester (IXa) 

0 
H H H 

BVE (R = C02CH3) Biliverdindimethylester (IXa) 

Schema 1. Konstitutionsfonneln von BR, BRE und BVE [*I. 

z. B. Drehungen um CC-Einfachbindungen, sind typische 
Grundzustandsprozesse, und wiederum andere, z. B. intra- 
molekulare ijbertragungen von Protonen oder Wasser- 
stoffatomen, sind a priori im angeregten Zustand und im 
Grundzustand denkbar. Es ist ferner zu beachten, daB im 
durchkonjugierten Biliverdindimethylester eine Proton- 
iibertragung zwischen den Kohlenstoffatomen der zentra- 
len Ringe B und C lediglich das Grundzustands-Gleichge- 
wicht zwischen zwei sehr lhnlichen Tautomeren voriiber- 
gehend verschiebt. Die direkte Erfassung einer solchen 
h d e r u n g  bei nur zwei von mehreren Komponenten kann 
sich recht schwierig gestalten. Vielleicht ist die Charakteri- 
sierungsmuglichkeit sogar auf einen indirekten Nachweis 
als Kana1 fur die strahlungslose Desaktivierung be- 
schrlnkt. 
In Anbetracht der besonderen Strukturmerkmale und 

der biologischen Bedeutung der linearen Tetrapyrrole ist 
deren Photophysik und Photochemie in den letzten Jahren 
eingehend untersucht worden'']. So erwies sich bei- 
spielsweise die Z+E-Photoisomerisierung von BR als 
Schliisselreaktion in der routinemlBig angewendeten Pho- 
totherapie der Neugeborenen-Gelbsucht (neonatale Hy- 
perbilirubinlmie)[31, und BVE diente als Chromophormo- 
dell fiir das photochrome Pflanzenchromoprotein Phy- 
tochrom und fiir Lichtsammel-(Antennen-)Pigmente von 
Cyanobakterien, Rotalgen und Kryptophyten. 
Im Folgenden berichten wir iiber die Konformation von 

BRE, BVE und verwandten Verbindungen in Usung so- 
wie iiber photophysikalische und photochemische Pro- 
zesse dieser Verbindungen, die wir in den letzten Jahren 
untersucht haben. Bei Raumtemperatur in fliissiger LU- 
sung erscheinen die durchkonjugierten linearen Tetrapyr- 
role, z. B. BVE, photochemisch auf den ersten Blick wenig 
reaktiv; die Quantenausbeuten von L u m i n e ~ z e n z [ ~ ~ ~  und 
,,Intersystem Cro~s ing"[~*~.~l  sind sehr klein. Strahlungslose 
Energieabbauprozesse, sogenannte ,,Energy Wasting"-Ka- 

[*I Das KohlenstoffgerOst der Gallcnpigmente wird hier nach den vorl2ufi- 
gcn IUPAC-Regeln [Pure Appl. Chem. 51 (1979) 22511 numcricrt: die Fi- 
schersche IXa-KlassiRzierung von BR, BRE und BVE ist weggelassen 
worden. Far die Konstitutionsisomcre hingegen werden die Trivialnamen 
beibehaltcn. Ferncr werden all-Z,all-syn-Konfigurationcn nicht spezifi- 
ziert, wahrcnd Diastcrcomcre mi1 mindestens einer E-Doppelbindung 
und/oder anti-Anordnung dcr Stickstoffatome als solchc gckennzeichnct 
sind. 

niile, scheinen daher in dieser Molekiilklasse von besonde- 
rer Bedeutung zu sein. Es sei daran erinnert, daB elektro- 
nisch angeregte Molekiile auf verschiedene Weise strah- 
lungslos desaktiviert werden kiinnen : Durch ,,Intersystem 
Crossing", d. h. Uberglnge zwischen Zustlnden unter- 
schiedlicher Spin-MultiplizitPt (2. B. von einem angeregten 
Singulett- zum Triplettzustand), durch ,,Internal Conver- 
sion", d. h. Uberginge zwischen Zustanden gleichen Spins 
(z. B. vom ersten angeregten Singulett- zum Grundzu- 
stand), und schlieBlich durch photochemische Reaktionen. 
,,Energy Wasting" bedeutet, daO dabei wieder die Aus- 
gangsverbindung im Grundzustand entsteht. Vorausset- 
zung im Fall von photochemischen Reaktionen ist daher, 
daO das Photoprodukt thermisch labil ist und spontan das 
Ausgangsmaterial zuriickbildet. Die Probleme bei der Un- 
tersuchung solcher Vorglnge und der Umstand, dal) diese 
Verbindungen in L6sung meist Gemische von Komponen- 
ten mit unterschiedlichen photophysikalischen und photo- 
chemischen Eigenschaften bilden, gestalteten die Arbeiten 
besonders anforderungsreich und spannend. Solche Unter- 
suchungen haben zum Ziel, die Faktoren kennenzulernen, 
welche die spezifischen Relaxationsprozesse kontrollieren, 
d. h. die Kanalisierung der Anregungsenergie in Emissi- 
onsprozesse sowie strahlungslose und photochemische 
Desaktivierungsprozesse. 

2. Die Rubine 

2.1. Spektroskopie von Bilirubindimethylester in Liisung. 
Das gleichzeitige Auftreten mehrerer Formen 

Durch eine Kombination von Absorptions-, Lumines- 
zenz-, SICD- und 'H-NMR-Untersuchungen konnte nach- 
gewiesen werden, daD BRE je nach Konzentration, Lo- 
sungsmittel und Temperatur in mehreren aggregierten so- 
wie monomeren Formen (Konformeren und/oder Tauto- 
meren) v~rliegt[~]. Die solvatochromen und thermochro- 
men Eigenschaften von BR und seinem Dianion in Ab- 
sorption und F l~oreszenz [~- '~~  deuten darauf hin, daB sie 
sich qualitativ lhnlich wie BRE verhalten. Wie die Figuren 
1-3 erkennen lassen, nimmt BRE in verdiinnter Liisung 
(ca. M) mindestens zwei Formen einlgl. Es ist nicht 
auszuschlieflen, dal) eine oder beide dieser Formen eher 
Gruppen gleichzusetzen sind, die jede aus spektral und da- 
her wohl auch konformativ ahnlichen Komponenten zu- 
sammengesetzt sind. Wir werden irn folgenden dennoch le- 
diglich von zwei ,,Formen" oder ,,Spezies" sprechen. 

Die Absorptionsspektren von BRE bei Raumtemperatur 
zeigen je nach Losungsmittel Banden mit recht unter- 
schiedlichen Intensitiitsverhlltnissen. In Ethanol z. B. tre- 
ten ein Maximum bei 448 nm und eine Schulter bei 408 nm 
auf, in 2-Methyltetrahydrofuran ein Maximum bei 397 nm 
und eine Schulter bei 445 nm (Fig. 1B). Die Fluoreszenz- 
spektren hingegen sind in diesen Ltisungsmitteln bei glei- 
cher Temperatur einander sehr lhnlich (Fig. 1A und B). 
Die Emission der einen Spezies - mit A=l,c,=450 nm bei 
Raumtemperatur und =481 nm bei 77 K - herrscht in 
Ethanol im gesamten Temperaturbereich vor. Die andere - 
mit = 395 bzw. 420 nm - ist im gleichen Losungsmittel 
erst bei 77 K, und dann nur schwach, wahrnehmbar (Fig. 
2). Beachtliche Anteile beider Spezies an der Gesamtfluo- 
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Fig. 1. Korrigierte Fluoreszenz- und Fluoreszenzanregungsspe~tren von BRE 
bei Raumtemperatur in Ethanol @, 2-Methyltetrahydrofuran @) und Milch- 
shareethylester (@ und @). Wshrend die Spektren @ und @) im wesentli- 
chen unabhPngig von 1"' und 1"" sind, zeigen @ und a die mit unter- 
schiedlichen 1"' und A'"' aufgenommen wurden, Differenzen. die auf das 
Vorliegen eines Gemisches hinweisen. In @ sind fiir Vergleichszwecke auch 
die Raumtemperatur-Absorptionsspeklren in Ethanol (-. -) und in 2-Methyl- 
tetrahydrofuran (---) wiedergegeben 191. 

reszenz treten hingegen in Milchsaureethylester bei Raum- 
temperatur (Fig. 1C und C') und in 2-Methyltetrahydrofu- 
ran bei 77 K (Fig. 2) auP9I. 

Bei der Beurteilung quantitativer Aspekte der Fluores- 
zenz muI3 beriicksichtigt werden, da13 der Anteil des Grund- 
zustands einer jluoreszierenden Komponente an einem Ge- 
misch, d. h. ihr Molenbmch Xi .  oft nur schwer zu ennitteln 
ist. So ist zwar die relative Fluoreszenzintensitit leicht 
mel3bar; da sie proportional zum Produkt aus Xi und indi- 

vidueller Fluoreszenz-Quantenausbeute, Qfta, ist, setzt eine 
Bestimmung von Xi aber auch die Kenntnis von Qfcn vor- 
aus. Qfci, ist aber in Untersuchungen, wie sie hier zur Dis- 
kussion stehen, meist nicht oder nur schwer zuganglich. 

h [nml 
300 350 400 500 600 700 
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Fig. 2. Korrigierte Fluoreszenz- und Fluoreszenzanregungsspektren von BRE 
bei 77 K i n  Ethanol (---) und in 2-Methyltetrahydrofuran (-). @:1'"'=475 
(Ethanol) und 480 nm (2-Methyltetrahydrofuran), 1'"=495 nm (beide M- 
sungsmittel): @: le"E-420 nm, A'" = 540 nm (beide Msungsmittel) [9]. 

Fluoreszenzlebenszeit-Bestimmungen und SICD-Mes- 
sungen in optisch aktiven Lkisungsmitteln bestatigen das 
Vorliegen von zwei BRE-Formenr9]. So betragen z.B. in 
Ethanol bei 77 K die Lebenszeiten der dualen Emission 1.9 
ns fur die Haupt- und 11.9 ns fur die Nebenkomponente. 
Das Verhgltnis der Lebenszeiten kehrt sich bei Raumtem- 
peratur um. Aus den Daten in Tabelle 1 la& sich fur die 
Nebenkomponente, die ,,395 nm"-Spezies, eine Fluores- 
zenz-Quantenausbeute abschgtzen, die etwa zehnmal klei- 
ner ist als diejenige, die fur die Hauptkomponente, die 
,,450 nm"-Spezies, gemessen worden war. Somit muI3 auch 
die Lebenszeit der Nebenkomponente entsprechend kiirzer 
sein. Diejenige BR-Form, die offenbar der ,,450 nm"-Form 
von BRE entspricht, hat in organischen Losungsmitteln bei 
Raumtemperatur eine Lebensdauer von etwa 20 
Eine Emission mit einer Lebensdauer im Nanosekunden- 
Bereich, die fur BR in verschiedenen Medien beobachtet 
und den (E,Z)-Photoisomeren zugeordnet w ~ r d e [ ' ~ . ' ~ ~ ,  
diirfte eher als Folge von ,,uberbestrahlungen" sekunda- 
ren Photoprodukten wie Lumirubin und Isolumirubin ent- 
stammen (siehe Abschnitt 2.3 und Schemata 3 und 4). Fur 
die (E,Z)-Isomere wurden sehr vie1 kleinere Fluoreszenz- 
Quantenausbeuten als fur BR geme~sen["~. Die Isomere 
sollten demnach auch eine kiinere Lebensdauer haben. 

Bei Raumtemperatur in (9-( - )-Milchsiureethylester 
und (R,R)-( -)-2,3-Butandiol, in denen die Absorptionen 
von BRE zwischen den in Figur 1B wiedergegebenen Ex- 
tremen liegen, zeigt das SICD-Spektrum im sichtbaren Be- 
reich eine Doppelbande mit entgegengesetzten Voneichen 
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Tahelle 1. Fluoreszenz-Quantenausheuten einiger Rubine, Verdine und Mo- 
dellchromophore in Losung [a]. 

h [ n m l  
500 600 

Verb. siehe 
Schema 

Konzentration 
[ lOsmol~L- ' ]  

IPRE 2 
IPRE 2 

PRE 2 
PRE 2 
BR 1 
BR 1 
BRE 1 
BRE 1 

1 2 
1 2 
BVE 1 
BVE 1 
BVE 1 

BVE 1 

BVE 1 

BVE-H+ 
BVE-H + 

ZnBVE 
4 7 
4 7 
5 7 
5 7 
6 [i] 7 
6 7 

10 
10 
10 
10 

50 
50 
0.2 
0.4 
0.8 
0.16 
3 
3 
3 

[fl 
[gl 

3 Ihl 
3 [hl 
3.3 
1.2 
1.2 
0.14 
0.028 
0.29 
0.29 

LC"" 

[nml 

410 
410 
410 
410 
430 
430 
390 
390 
390 
390 
390 
390 
593 
593 
593 
390 
390 
593 
430 
430 
371 
371 
390 
390 

~ 

Temp. 
IK1 

~ 

298 
77 

298 
77 

293 
293 
298 
77 

298 
77 

298 
77 

298 
298 
298 

298 
77 

298 
298 
77 

298 
77 

298 
77 

@f Lit 

0.04 I181 
0.81 [IS1 
0.0015 1181 
0.37 [181 
0.0005 [h] [201 
0.33 [c] [201 

0.0076 [41 
0.31 [41 

0.44 [41 
0.00096 [41 

0.00011 [d] [41 
0.00050 [d] 141 
0.00057 [el [67hl 
0.004 [d] [67h] 
0.0023 [d] [67h] 
0.00027 [4] 
0.026 141 

0.0051 [41 

0.088 [41 
0.3 1 [41 
0.37 [41 

0.036 [67hl 
0.00026 [41 

0.00043 [41 

[a] Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Messungen in Ethanol ausge- 
fiihrt. 1 : NeoxanthohiliruhinsPuremethylester; 4 :  4,4'-Diethyb3,3',5,5'-tetra- 
methyl-4-pyrromethen. [b] In Ethylacetat. [c] In Poly(methylmethacry1at). [d] 
oF-Wert, der annahernd dem (noch kleineren) Wert der helical gekriimmten 
BVE-Form entspricht. [el @,-Wert, der infolge weniger selektiver Anregung 
als in [d] einem BVE-Gemisch mit einem groi3eren Anteil an gestreckten 
Komponenten entspricht. [Q In EYL-Liposomen unmittelhar nach der Inku- 
hation mit BVE. [g] In DPL-Liposomen nach der Inkuhation mit BVE. [h] 
[HCl] ca. 10 -' M. [i] Analoge Daten von Difluorhorylpyrromethen-Komple- 
xen siehe [21]. 

30000 25000 20000 

V [crn-'] 

Fig. 3. Absorptions- (-) und SICD-Spektren (---) von BRE hei Raumtem- 
peratur in 8 (S)-( -)-Milchsaureethylester und (@ (R ,R) - (  -)-2,3-Butandiol 
[91. 

2.2. Die Eigenschaften der Grundzustandsformen. 
Phorcarubin- und Isophorcarubindimethylester 

(Fig. 3A und B). Wahrend die Wellenlangenlagen der 
SICD-Maxima praktisch unabhangig vom Losungsmittel 
sind, werden relative Intensitaten und Vorzeichen vom Lo- 
sungsmittel beeinfluBt. Aufgrund dieses Befundes ist es 
naheliegend, diese Banden verschiedenen Formen des 
Substrats zuzuordnen. Es ist allerdings auch nicht auszu- 
schlieDen, daB eine der BRE-Formen einen inharenten bi- 
signaten Cotton-Effekt['' hat und daD diese Doppelbande 
von einer einfachen CD-Bande der zweiten BRE-Form 
iiberlagert wird. Die beiden Cotton-Effekte mit wiederum 
entgegengesetzten Vorzeichen, die auch den BR-Serumal- 
bumin-Komplex kennzeichnen, konnten von einer konfor- 
mativen Inhomogenitat von BR herriihren, da die Komple- 
xierung moglicherweise nur an einer Halfte des Molekiils 
stattfindet"']. Dieser Gesichtspunkt ist allerdings noch 
strittig[I6l. Es konnte damit eine nur beschrankte Immobili- 
sierung verknupft sein, die noch immer einige Konforma- 
tionen zulieBe. Entsprechend einem friiheren Vorschlag 
kann es sich aber auch um eine Excitonen-Kopplung mit 
bisignatem Cotton-Effekt handeln["I. Diese Alternative 
lieBe sich besser mit den Absorptionsspektren vereinbaren, 
nach denen die Population von gelostem und SA-gebunde- 
nem BR homogener als die Population von BRE in den di- 
versen Losungsmitteln ist['I. 

[*I Darunter versteht man ein Couplet, d. h. zwei aufeinanderfolgende Cot- 
ton-Effekte mit entgegengesetzten Vorzeichen, wie sie im C D  von gekop- 
pelten Oszillatoren mit geniigend groDem elektrischem Uhergangsmo- 
ment auftreten; vgl. dam [82]. 

Fur eine Beurteilung der Eigenschaften der Grundzu- 
standsformen von BRE ist es vorteilhaft, zuerst die analo- 
gen Resultate rnit PRE und IPRE (Schema 2) zu erlau- 
tern["]. Beide Isomere haben weniger flexible Tetrapyrrol- 
Grundgeruste als BRE. Die zusatzliche Briicke zwischen 
den Ringen B und C halt die Pyrromethenon-Teilstruktu- 
ren in einer gestreckten (aber nicht notwendigenveise pla- 
naren) Form rnit anti-Anordnung der mittleren Stickstoff- 
atome fest. Wahrend die beiden Chromophore in PRE in 
ihrer konformativen und konfigurativen Beweglichkeit um 
die Bindungen (C-5-C-6 und C-14-C-15) noch nicht wei- 
ter gehindert sind, ist eine solche Einschrankung in einem 
der Pyrromethenone von IPRE gegeben: Durch intramole- 
kulare Cyclisierung sind die Ringe C und D in Z-anti- 
Form fixiert. Die Koaleszenz der NMR-Signale der C-10- 
Protonen von PRE und IPRE bei Raumtemperatur zeigt, 
daB der zentrale Siebenring etwas konformative Beweg- 
lichkeit beibehalten hat. Im Cegensatz dazu mu0 der tri- 
cyclische C/D-Chromophor von IPRE starrer sein, und 
nur der A/B-Teil kann eine Bhnliche Flexibilitat wie in 
BRE und im Modell-Pyrromethenon 1 aufweisen. 

Die Starrheit des IPRE-Geriistes spiegelt sich in einer 
bereits bei Raumtemperatur leicht strukturierten UV-Ab- 
sorption wider, wahrend das gleichzeitige Auftreten meh- 
rerer Konformere bei den beweglicheren Bilirubinen An- 
laB zu breiten und unstrukturierten Banden gibt. Noch ein- 
driicklicher geht die Starrheit aus einem Vergleich der 
Fluoreszenz-Quantenausbeuten der Rubine und von 1 in 
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R 

PRE Phorcarubindimethylester 

R 

R 

lPRE lsophorcarubindimethylester 

1 

R = COzCH, 

Schema 2. Konstitution von PRE und IPRE rnit eingeschdnkter konformati- 
ver Flexibilitat sowie der Modellverbindung 1 ftir die Ring-A/B-Teilstruktur 
von ERE. 

fliissiger Usung hervor (Tabelle 1). IPRE weist von allen 
Rubinen die weitaus hachste Fluoreszenzausbeute auf. 
Dies kann dem C/D-Chromophor und dessen Mange1 an 
konformativer Flexibilitlt zugeschrieben werden. Nach 
Untersuchungen an anderen Chromophor~ysternen['~~ ge- 
ben konformative Freiheitsgrade AnlaB zu sehr effiienten 
Mechanismen fur die strahlungslose Desaktivierung (siehe 
auch Abschnitt 3[*9. 

Die Absorptions-, Fluoreszenz- und Fluoreszenzanre- 
gungs-Eigenschaften von PRE und IPRE gleichen qualita- 
tiv denjenigen von BRE. In jedem Fall stammen sie wie- 
derum von mindestens zwei emittierenden Spezies. Die 
Zusammensetzung dieser Gemische h b g t  stark von Kon- 
zentration, Msungsmittel und Temperatur abt9.'81. Welche 
beiden Formen bei niedrigen Konzentrationen vorherr- 
schen, konnte noch nicht endgilltig geklart werden. Immer- 
hin diirfte in allen Fallen eine Konformationsisomerie am 
wahrscheinlichsten sein. Eine Lactam-Lactim-Tautomerie, 

fur BRE bereits a ~ s g e s c h l o s s e n ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  erscheint weniger 
wahrscheinlich, und Aggregate, wie sie bei hinreichend ho- 
hen Konzentrationen in apolaren Lasungsmitteln auftre- 
tentZg1, kommen bei den hohen Verdiinnungen, in denen 
BRE, PRE und IPRE untersucht wurden, ebenfalls nicht 
in Betracht['* "I. Aus der ubereinstimmung in Fluoreszenz 
und Fluoreszenzanregung wurde geschlossen"*], daB die 
spektrale Heterogenitlt einen allen drei Verbindungen ge- 
meinsamen Ursprung hat. Er wird unterschiedlichen An- 
ordnungen der Teilchromophore A/B und C/D zueinan- 
der am zentralen Kohlenstoffatom C-10 zugeschrieben 
(das in PRE und IPRE Teil des noch immer beweglichen 
siebengliedrigen Ringes ist ; siehe oben). Unterschiedliche 
Anordnungen der Ringe zueinander innerhalb der A/B- 
und C/D-Chromophore kommen als alternative Erkllrung 
nicht in Betracht, weil bei Raumtemperatur der Beitrag des 
nicht-cyclisierten Pyrromethenons zur gesamten Emission 
vernachllssigbar klein ist. Es ergibt sich somit die wichtige 
allgemeine Folgerung, daI3 der Hauptbeitrag zur Heteroge- 
nitat der Fluoreszenz auf den unterschiedlichen Anordnun- 
gen der Pyrromethenon-Einheiten (Ringe A/  B und C/ 0) zu- 
einander beruht. 
In Einklang mit dieser Folgerung ahneln die spektralen 

Eigenschaften der ,,395 nm"-Spezies von BRE jenen des 
isolierten Pyrromethenon-Chromophores l[241. Dement- 
sprechend wurde dieser Form eine raumliche Anordnung 
zugeschrieben, in der die elektronischen Wechselwirkun- 
gen zwischen den beiden MolekiilhBlften minimal ~ i n d [ ' ~ ~ .  
Die Eigenschaften der ,,450 nm"-Komponente kdnnen hin- 
gegen nicht direkt aus den Spektren der Teilchromophore 
extrapoliert werden. Den Spektren dieser zweiten Kompo- 
nente mu0 vielmehr eine elektronische Kopplung der bei- 
den Teilchromophore von BRE zugrunde liegen, die durch 
eine besondere rlumliche Anordnung zustande kommen 
diirfte. Analoge Zuordnungen lassen sich auch fiir die bei- 
den Spezies von BR vornehmen. 

Bere~hnungen~"] von SA-gebundenem BR, ausgehend 
von CD-Daten und Absorptionswerten, die im wesentli- 
chen der ,,450 nm"-Absorption entsprechen, sagten eine 
Konformation voraus, die spBter in kristallinem BR als 
,,Falzziegel"-Anordnung gefunden wurde (Schema 3)lz6]. 
Wie in Abschnitt 2.4 dargelegt, diirfte diese auch ungefilhr 
die riumliche Anordnung der elektronisch gekoppelten 

Schema 3. ,,Fahiegel"-Konformation von BR im Kristall mit intramolekula- 
ren Wasserstoffbindungen [26]. Eine ghnlichc Konformation wcisen vermut- 
lich auch die .,450nm"-Formen von BR uod BRE in organischen Msungs- 
mineln auf. 
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,,450nm"-Spezies von BR und BRE in organischen Lo- 
sungsmitteln wiedergeben. 

2.3. Die Photochemie 

Unter anaeroben Bedingungen finden vorwiegend zwei 
Photoreaktionen statt[20*27-331: Fur BR und BRE sind eine 
rasche ZdE-Isomerisierung der exocyclischen CC-Dop- 
pelbindungen, analog wie bei ahnlichen Tetrapyrrolen und 
M~dellverbindungen[~'~, nachgewiesen worden, und fiir 
BR zudem der weniger effiziente RingschluB zu den Lu- 
miprodukten. Andere Photoreaktionen, z. B. Additionen, 
Bildung von Stellungsisomeren und oxidativer Abbau von 
BR, storen die Z-E-Isomerisierung und die Lumipro- 
duktbildung nicht, da sie nahe Raumtemperatur rnit ver- 
haltnismiiBig geringer Quantenausbeute verlaufen. uber- 
dies setzt der photooxidative Abbau von BR die Anwesen- 
heit von Luftsauerstoff vora~s[~ '~ .  

Die Konfigurationsumkehr an den exocyclischen Dop- 
pelbindungen von BR findet aus dem tiefstliegenden Sin- 
gulett-Anregungszustand statt. Die Befunde konnen wie 
folgt zusammengefaBt werden: 

1) Bei Temperaturanderungen verhalten sich die Quan- 
tenausbeuten der Fluoreszenz und der Z+E-Isomerisie- 
rung von SA-gebundenem BR reziprok. Die Fluoreszenz- 
ausbeute steigt von etwa 0.0002 bei Raumtemperatur auf 
0.44 bei 77 K an, wlihrend die Isomerisierungsausbeute 
von 0.20 auf I 0.01 faW4I. 

2) Bei Raumtemperatur variiert die Ausbeute an triplett- 
angeregtem BR stark rnit dem Usungsmittel, ist aber 
durchweg niedriger als die Ausbeute der Isomerisie- 

Unter den gleichen Bedingungen sind die Huo- 
reszenzausbeuten etwa zehnfach niedriger['. "I. Daraus laDt 
sich ersehen, daI3 die elektronische Energie von singulett- 
angeregtem BR bei dieser Temperatur kaum iiber ,,Intersy- 
stem Crossing" zum Triplettzustand, sondern vorwiegend 
iiber andere strahlungslose Kaniile abgebaut wird. 

3) Bei BR in organischen und wlBrigen Losungsmitteln, 
in Vesikeln und an SA gebunden ist bei 295 K der S,-Zu- 
stand rnit einer Lebensdauer im Bereich von 12-70 ps 
durch Fluoreszenz- (Acm = 525 nm)[131 und Absorptionsde- 
t e k t i ~ d ' ~ ]  beobachtet worden. Lebenszeiten der gleichen 
GrbSenordnung wurden auch fiir BR-IIIa und das Pyrro- 
methenon 2 (Schema 4) erhalten['31. Die Zuordnung des 
Absorptionszerfalls zum S,-Anregungszustand wird fur 
den BR-SA-Komplex durch die parallele Temperaturab- 
hiingigkeit dieses Zerfalls und der Fluoreszenz-Quanten- 
ausbeute ge~tiitztI"~. 

Die drei konfigurationsisomeren Photoprodukte von 
BR[31.321 und BRE[28*29,361 sind unbestiindig und wandeln 
sich sowohl photochemisch als auch thermisch wieder in 
den Ausgangsstoff rnit (42,15Z)-Konfiguration um. Diese 
Urnwandlungen kiinnen vorerst wie folgt zusammengefaBt 
werded3I1. 

42,152 + (4E,15Z+4Z,15E) + 4E,15E (a) 

Die anaeroben photochemischen Reaktionen von gelli- 
stem und SA-gebundenem BR wurden eingehend unter- 
sucht. Die Resultate unterscheiden sich qualitativ nicht. 
Wilhrend sich beim symmetrischen BR-IIIa schnell ein 

photostationares Gleichgewicht mit den (E,Z)- und (E,E)- 
Isomeren ein~tell t[~'~,  wird die ZdE-Isomerisierung von 
BR und BR-XIIIa von einem langsameren Photoring- 
schluB zu den an C-2 epimeren Lumirubinen LR und ILR 
begleitet'"] (Schema 4). Bei weiterer Belichtung der Lumi- 
rubine bildet sich ein E+Z-Gleichgewicht an der 15,16- 
Doppelbindung ohne Riickbildung der Bilirubin-Aus- 
gangsverbindungen. Da die Lumirubinbildung durch mo- 
lekularen Sauerstoff nicht beeintrachtigt wird, ist anzuneh- 
men, dalJ es sich hier ebenfalls um eine Reaktion des ange- 
regten Singulettzustandes handelt. (Aufgrund unveriiffent- 
lichter Resultate wurde fener p~s tu l i e r t [~~] ,  daB der Ring- 
schluB ein Einphotonen-ProzeB ist, der die (E,Z)-Biliru- 
bine nicht als Vorstufen erfordert.) 

0 
H H H H 

BR-llla 
BR-Xllla 

(R = CH=CH2, R'= CH,) Bilirubin llla 
(R = CH,, R'= CH=CH,) Bilirubin Xllla 

(€1- und (Z)-LR Lumirubine 
(E)- und (z)-ILR lsolumirubine (C2-Epimere) 

0 2L-k 
.. 
H 

.. 
H 

2 
Schema 4. Konstitution von BR-IIIa, BR-Xllla, den photochemisch aus BR 
und BR-XIIla gehildeten Lumiprodukten LR bm. ILR sowie des Pyrrome- 
thcnons 2. 

Im Hinblick auf die heterogene Zusammensetzung von 
BRE-Llisungen (Abschnitte 2.1 und 2.2) iiberrascht es 
nicht, da13 die anaerobe Photochemie von der Anregungs- 
wellenliinge abha~~gt ' '~~. Die Photoisomerisierung der 
,,395 nm"-Form verliiuft rnit einer kleineren Quantenaus- 
beute als diejenige des ,,450 nm"-Konformers. ~ e r d i e s  
sind die Produktverteilungen, die bei sehr kleinen UmsZit- 
Zen aus den beiden Verbindungen resultieren, sowie die 
Reaktivitiit der Produkte in sekundiiren photochemischen 
Umsetzungen unterschiedlich. Die Ergebnisse lassen sich 
zusammenfassen, indem die Reaktionsgleichung (a) zum 
Gleichungssystem (b) erweitert wird. (b) gibt die einfach- 
sten noch mliglichen Zusammenhhnge fur die E + Z-iso- 
merisierungen der ,,395 nm"- und ,,450 nm"-Formen von 
BRE in Ldsung wieder. Zusltzliche Urnwandlungen, z. B. 
(Z,Z)-BRE'+ (Z.E)-BRE'' etc., die in (b) diagonal einzu- 
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zeichnen waren, sind ebenfalls denkbar, solange sich die 
Selektionierung der Reaktionswege nicht andert. 

A 

A 
(Z,Z )-ERE' ;=----* ( Z,Z)-RKE" 

( "395 nm") ("450 nm") 

( E , Z  )-BRE' ( Z , E  I-BRE" 

2.4. Strahlungslose Desaktivierung 
(,,Internal Conversion") 

Bei Raumtemperatur findet die direkte Desaktivierung 
des ersten angeregten Singulettzustandes von BR und BRE 
uberwiegend durch photochemische und thermische Rota- 
tionen um die C-5- und C-15-Briicken statt. Dies folgt ei- 
nerseits aus der Quantenausbeute der gesamten Photoreak- 
tion, die rnit der Z+E-Isomerisierung einer der Doppel- 
bindungen verbunden ist (d. h. unter Beriicksichtigung der 
Bildung von (Z.2)- und (E,Z)-Isomeren aus dem verdrill- 
ten Singulettanregungszustand, 3,; vgl. k, und k2 in Fig. 4) 
und in Ldsung nicht vie1 mehr als etwa 0.4 betragen diirf- 

den strahlungslosen Energieabbaus (fast 0.6 bei vernach- 
lassigbarer Emission) rnit sinkender Temperatur oder beim 
Einbau in eine starre Matrix in Fluoreszenz umgewandelt 
(siehe Tabelle 1). Damit kann auf einen betrachtlichen An- 
teil von Drehungen um CC-Einfachbindungen in fliissigen 
Medien bei Raumtemperatur geschlossen werden; in star- 
ren Matrizen sind solche Rotationen praktisch unterbun- 
den. Die Rotationen bleiben auf die C-5- und C-15-Briik- 
ken, d. h. auf Konformationsanderungen innerhalb der 
Pyrromethenon-Subchromophore, beschrankt. Die Be- 
weise dafiir sind zum Teil bereits in den Abschnitten 2.1 
und 2.2 aufgefiihrt worden. Es ziihlen dazu das Emissions- 
verhalten bei Temperatur- oder Viskositiltsanderungen und 
die Ahnlichkeit rnit den Eigenschaften von PRE und 
IPRE. Ferner steigen die F l u o r e s ~ e n z - ~ ~ ~ ~  und Singulett-Le- 
bensdauer sowie Singulett-A~sbeute['~~ in BR, wenn die in- 
tramolekularen Wasserstoffbindungen, die ahnlich wie in 
der Kristallstruktur[261 (Schema 3) vermutlich auch in orga- 
nischen LBsungsmitteln vorliegen['2.40-421, gelost werden. 
Resultate rnit SA-gebundenem BR bestatigen diese Folge- 
rungen. Bei Raumtemperatur erhbht sich die Quantenaus- 
beute der Fluoreszenz, im Vergleich zur Ausbeute in Chlo- 
roformlbsung, um einen Faktor von etwa 25, wenn BR an 
SA komplexiert ~ i rd [ " .~~ ' .  Die Photoisomerisierung hinge- 
gen bleibt dabei praktisch unvertindert. Die Fluoreszenz- 
ausbeute des BR-SA-Systems bei Raumtemperatur betragt 
zwar nur ungefahr ein Fiinftel derjenigen in Ethanol bei 77 
K, doch sind die Trends bei SA-Komplexierung und Ab- 
kuhlung die gleichen. Uberdies wird die Photoisomerisie- 
rung offenbar nicht auf gleiche Weise durch Umgebungs- 
faktoren beeinflub. Eine analoge Situation diirfte auch 
beim Pyrromethenon 1 vorliegen, da sich dessen Fluores- 
zenzausbeute bei der Komplexierung an SA um einen ilhn- 
lichen Betrag erhoht1161. 

te[27,37.38I . And ererseits wird ein groner Teil des verbleiben- 

Diese Uberlegungen betreffen in erster Linie die 
,,450 nm"-Spezies, die unter den Untersuchungsbedingun- 
gen bei BR und BRE iiberwiegt. Die relativen Fluoreszenz- 
Quantenausbeuten beider BRE-Spezies (niedrig fur die 
,,395 nm"- und hoch ftir die ,,450 nm"-Form bei Raumtem- 
peratur) und ihre entgegengesetzten Trends rnit fallender 
Temperatur weisen darauf hin, daB die elektronisch ge- 
koppelte ,,450 nm-Form" starrer ist. Die verminderte kon- 
formative Beweglichkeit dieser Spezies ist bei BR mogli- 
cherweise darauf zuriickzufuhren, daD sie analog zur 
,,Falzziegel"-Konformation in Schema 4 durch intramole- 
kulare Wasserstoffbindungen fixiert ist. Zur 6ffnung der 
insgesamt sechs Wasserstoffbriicken von BR ist in Chloro- 
form aufgrund von NMR-Untersuchungen eine Aktivie- 
rungsenergie von ca. 75 kJ/mol auf~ubr inged~~] .  Die intra- 
molekulare Wasserstoffverbriickung schrankt auch die Ro- 
tationsfreiheitsgrade des Molekiils erheblich ein. AuDer- 
dem aber wird die zur Z+E-Photoisomerisierung fiih- 
rende Verdrillung der Doppelbindung erschwert[20*2s1. Die 
Energiebamere betragt 30 kJ/rn01[~~]. Im SA-gebundenen 
BR, in dem Wasserstoffbriicken zwischen den beiden Mo- 
lekulhalften fehlen, sinkt sie auf 23 kJ/mo11201. Die Vermu- 
tung liegt nun nahe, daB auch bei der Desaktivierung des 
Anregungszustandes der ,,450 nm"-Form von BRE ahnli- 
che Einschriinkungen auftreten, wenn auch nicht so ein- 
schneidend, weil der Diester weniger Wasserstoffbindun- 
gen enthalt. 

Als weiterer Desaktivierungskanal bieten sich der 
,,450 nm"-Spezies schlieBlich Prozesse in den Wasserstoff- 
briicken an, die reversiblen Protonubertragungen ahnlich 
sind und die, da weit weniger temperatur- und viskositats- 
abhangig als Drehungen um Einfachbindungen, bei tiefer 
Temperatur an Bedeutung gewinnen diirften. Bei der flexi- 
bleren ,,395 nm"-Form, die keine intramolekularen Was- 
serstoffbriicken aufweist, diirfte hingegen die durch Dre- 
hungen um C-C-Bindungen induzierte Desaktivierung 
starker als die durch Wasserstoffbriicken vermittelte Des- 
aktivierung sein. 

Diese Befunde legen nahe, ein friiher vorge~chlagenes['~~ 
Diagramm der Energieniveaus und Desaktivierungskaniile 
von BR (und BRE) zu erweitern. Es werden nun als wich- 
tige Konkurrenz der Fluoreszenz zusatzliche Mechanismen 
der Desaktivierung der S1-Zustiinde von BR und BRE und 
deren (E,Z)-Photoisomeren eingefiigt (Fig. 4). Es handelt 
sich dabei um kd(l, und kdC2), die Summen der Geschwin- 
digkeitskonstanten der Desaktivierung durch Drehun- 
gen, bevorzugt um die Einfachbindungen C-5-C-6 und 
C-14-C-15, und durch Protoniibertragungsprozesse an 
Wasserstoffbriicken. Die Quantenausbeute der ZdE-Iso- 
merisierung und der Anteil des (E,Z)-Isomers am Photo- 
gleichgewicht bei Raumtemperatur betragen im BR-SA-Sy- 
stem beide ca. 0.2 bei Anregung an einem isosbestischen 
Punkt (465 nm)[14*301. Mit diesem Ergebnis konnen im Hin- 
blick auf die Geschwindigkeitskonstanten kd(l,2), k,,, und 
kl,2 zwei Grenzfalle in Betracht gezogen werden. Einerseits 
ist eine beinahe quantitative Bildung des um eine Doppel- 
bindung verdrillten angeregten Singuletts, ISlr aus den 
(E,Z)- und (Z,Z)-S,-ZustBnden vorgeschlagen worden 
(kl/kll bei Airr=465 nm))1201. Diese Annahme, aus der ein 
Verhiiltnis von kl/k2=4 folgt, laBt keinen Raum fur di- 
rekte strahlungslose Desaktivierung zum Grundzustand. 
Es ist zu erwarten, daB die Geschwindigkeitskonstanten al- 
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ler Drehprozesse um C-C- und C=C-Bindungen, k,, k l l ,  
kd(l) und kdC2,, stark viskositilts- und/oder temperaturab- 
hangig sind, weil es sich um intramolekulare Bewegungen 
mit groBer Auslenkung handelt (vgl. dazu auch Abschnitt 
3). Die a-priori-Annahme in 1201, daB kd durch Temperatur 
und Viskositat nicht beeinfluBt wiirde, findet keine experi- 
mentelle Stutze. Die reziproke Beziehung zwischen Fluo- 
reszenz- und Photoisomerisierungs-Ausbeuten ergibt kei- 
nen hinreichenden Beweis fur eine Konstanz von kd.  Un- 
sere Argumente werden zudem auch durch den Befund ge- 
stutzt, daB in der gefrorenen Matrix die Z+E-Photoisome- 
risierung vernachlassigbar klein ist und die Fluoreszenz- 
Quantenausbeute dennoch nicht den Wert 1.0 erreicht. Wir 
ziehen daher eine dem anderen Grenzfall angenaherte Si- 
tuation vor, in der das Verhaltnis kJk, nahe an 1 ist. Dies 
setzt voraus, daB die Ausbeute an 'S, wesentlich kleiner als 
quantitativ und je nach S1-Vorstufe verschieden ist (d. h. 
k , /k , ,  ca. 4 : 1 bei AIrr = 465 nm). Die Desaktivierung der 
restlichen S,-Anregungszusthde wiirde dann, wie bereits 
diskutiert, iiber direkte Kanlle bzw. kd(2)) zum 
Grundzustand fiihren. In dieses Model1 fiigen sich auch 
die bereits erwahnten unterschiedlichen Auswirkungen der 
Komplexierung mit SA auf Fluoreszenz und Photoisomeri- 
sierung von BR widerspruchslos ein. 

t 

Fig. 4. Diagramm der Energieniveaus und DesaktivierungskanBle dcr Kon- 
formere von BR und BRE und deren (E.2)-Photoisomeren. 0 ist der Verdril- 
lungswinkel um eine der exocyclischen Doppelbindungen, k,,,) und kdcn sind 
die Summen der Geschwindigkeitskonstanten der Desaktivierung durch Dre- 
hungen urn Einfachbindungen und durch Protoniibertragungsprozesse in 
den Wasserstoffbrllcken. und &,(*) die Geschwindigkeitskonstanten ftir 
die Fluoreszenz, k, und kll f i r  die Z-E- bzw. E-Z-Isomerisierung einer der 
exocyclischen Doppelbindungen, und k, und k2 far die Relaxation des urn 
eine Doppelbindung verdrillten Anregungszustandes, ' S , ,  in das Ausgangs- 
material bzw. das F'hotoprodukt. Die mr kdCl) und kdCZ, erforderlichen Akti- 
vierungsenergien sowie die Reaktionswege der mechanistisch noch nicht 
endgllltig geklarten Cyclisierung zu den LRs und ILRs sind nicht wiederge- 
geben (vgl. 1141). 

3. Die Verdine 

3.1. Spektroskopie von Biliverdindimethylester in Liisung. 
Koexistenz von helical gekriimmten und gestreckten 
C-10-Isomeren 

Zur spektroskopischen Untersuchung von BVE wurde in 
der Anfangsphase eine Kombination von stationlren 

Spektroskopiemethoden eingesetzt, wie sie auch bei BRE 
angewendet wurde. Sie konnte kiinlich durch zeitaufgelo- 
ste Methoden (LIOAS, PP und SPT) erganzt werden. Diese 
vermitteln einen wesentlich vertieften Einblick in die Be- 
ziehungen zwischen Struktur und strahlungslosen Prozes- 
sen von individuellen Spezies. 

Bei kleinen Konzentrationen zeigen die Liisungen von 
BVE ebenfalls deutliche thermo- und solvatochrome Ei- 
genschaften, die auf das Nebeneinander von vorwiegend 
zwei Formen in Lasung hinweisen (zur Verdeutlichung 
siehe z. B. Fig. 5)t4*44*4s1, nachdem Aggregatbildung bei 
kleinen Konzentrationen (z. B. 5 lo-' M in Ethanol; vgl. 
die Diskussion iiber Aggregatbildung im Abschnitt 3.5) 
und Lactam-Lactim-Tautomerie als Alternativen auszu- 
schliel3en sind[461. Das Intensitiitsverhaltnis der beiden 
langstwelligen Emissionsbanden ist je nach Losungsmittel 
sehr unterschiedlich. So lie@ z. B. in Methanol und Milch- 
slureethylester das absolute Maximum bei ca. 660 nm, in 
Ethanol, Chloroform und 2-Methyltetrahydrofuran hinge- 
gen bei etwa 710 nm. 
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Fig. 5. Komgierte Fluoreszenzspektren von BVE in unterschiedlichen LO- 
sungsmitteln bei Raumtemperatur; 1'"'=580 nm; Konz. I X lo-' M [47]. 
MTHF = 2-Methyltetrahydrofuran, M = MilchsLureethylester. Die Spektren 
wurden nach kurzer Ultraschallbehandlung aufgenommen, wodurch sich die 
Reproduzierbarkcit verbessert. Dadurch wird auch die Zusammensetzung 
gegentiber jener nichtbeschalltcr Msungen bereits leicht, aber nur quantita- 
tiv, verandert (vgl. dazu Abscbnitt 3.3). 

Das Maximum bei 660 nm ist einer gestreckten Form zu- 
~ u s c h r e i b e n ~ ~ . " ~ ~ ~ ] .  Die gestreckte Anordnung beschrankt 
sich auf den Bereich um die C-10-Briicke (Schema 5)[47s481 
(siehe Abschnitt 3.4 fur die Beweisfiihrung). Unser Aus- 
druck ,,Form" mag, ebenso wie bei den Rubinen, statt fur 
Individuen auch fur ganze Klassen stehen, deren Mitglie- 
der sich in ihrer raumlichen Anordnung Bhneln. Immerhin 
lassen die schmalen und vibratorisch strukturierten Ban- 
den der ,,660nm"-Form (vgl. Fig. 5 und 1OC) auf eine ein- 
zelne, gut definierte Konformation schliel3en. Sie ist durch 
relativ kleine Werte des SICD-Cotton-Effektes, der Stokes- 
Verschiebung und des Duv/Dvis-Verhaltnisses im Fluores- 
zenz-Anregungsspektrum gekennzeichnet. 

Die zweite, bei langeren Wellenlangen emittierende 
,,7 10 nm"-Form weist eine breitere erste Anregungsbande 
und gr6Bere Werte fur die Rotationsstarke, die Stokes- 
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2-anti 

sorptionsbanden der Verdine von der Ausdehnung der 
Molekule abhiingt und daB der Ubergang von einer helical 
gekriimmten Form zu einer gestreckten mit einer Abnahme 
des Dw/Dvis-Verhiiltnisses einhergeht1'7*52-571. Diese 
Trendanalyse wird iiberdies durch den Befund gestiitzt, 
daD die konformativ starren, gestreckten Verdine NBVE- 
1x6 (Schema 9), PBE und IPBE (Schema 6)[58-601 eine sehr 
vie1 kleinere UV-Absorptionsbande als BVE aufweisen. 

PBE Phorcabilindimethylester 

E- syn E-anti 

Schema 5. Die helical gekriimmte all-Z,all-syn-Form sowie die drei gestreck- 
ten E-anti-. E-syn- und Z-and-Formen von Bilatrien mit gegenseitigen Um- 
wandlungen durch Umformungen im Bereich der Ringe B und C. Im elektro- 
nischen Grundzustand wird dies durch Rotonobertragungen (Tautomerie) 
zwischen den B/C-Stickstoffatomen ([HD und Drehung um die Einfachbin- 
dung C-9-C-10 (n), im Anregungszustand durch E+Z-lsomerisierung der 
Doppelbindung C-10-C-I 1 (hv) bewirkt. Unter Einbeziehung der unsymme- 
trischen Substitution von BVE erhbht sich die Zahl mdglicher Isomere dieses 
Typs auf insgesamt acht ['I (vgl. Schema 9). 

Verschiebung und das Dw/Dvi,-Verhaltnis auf. Sie wurde 
als die helical gekriimmte all-syn-Form iihnlich jener im 
Kri~tallgit ter '~~~ identifiziert. Die letztere Spezies herrscht 
ganz allgemein in organischen Lbsungsmitteln v0r1'"'*~'*'~~. 
Fur die gegenseitige Umwandlung der beiden diastereome- 
ren all-syn-Bilatrien-Helices wurde in einer 'H-NMR-kine- 
tischen Studie am zentrochiralen Methanoladdukt 3 
(Schema 6) eine Barriere von 42 kJ/mol be~timmt~"]. 

Die Grundlage fur die Konformationszuordnung wurde 
in einer umfassenden 'H-NMR-Studie der all-syn-Form in 
Chloroformlasung ge~cha f fen~~~] .  Die Zuordnungen dek- 
ken sich mit der Voraussage von semiempirischen Berech- 
nungen, daD das Verhiiltnis Duv/Dvis der beiden Hauptab- 

[*) Im Interesse einer begrimichen Vereinfachung ziehen wir es hier vor, bei 
der Diskussion der mbglichen r2umlichen Anordnungen von BVE allge- 
mein anwendbare Ausdrircke wie ,,Form" oder ,,Spczies" anstelle von 
"Konformation" als topologischen Oberbegriff oder ,,Konformation" 
und ,,Konfiguration" als energetisch gegeneinander abgegrenzte Bezeich- 
nungen Nr Rotationsisomere zu verwenden. Bereits die Formen des kon- 
stitutionell symmetrischen Bilatriens lassen sich in zwei Kategorien auf- 
teilen, auch wenn Bewegungen innerhalb der A/B- und C/D-Molekiil- 
halften ausgeschlossen bleiben. (Die Berechtigung filr diese Einschriln- 
kung ergibt sich aus Abschnitt 3.4.) In Schema 5 sind die so noch in Be- 
tracht kommenden Formen. die bei Raumtemperatur thermisch nur lang- 
sam aquilibrieren, zusammengestellt: die gekrrimmte Z-syn-Form und die 
drei gestrcckten Formen E-anfi. E-syn und Z-anri. Es handelt sich dabei 
um zwci Paare von Konfigurationsisomeren (E-unWZ-syn und E-syn/Z- 
nnri), deren Komponenten formal ineinander ilberfiihrbar sind. Solche 
gegenseitigen Umwandlungen sind in zwei Schritten durch eine Drehung 
um die Einfachhindung C-9-C-10 und eine Rotonverschiebung zwi- 
schen den B/C-Stickstoffatomen - jeweils ilber die anti-Komponente des 
anderen Paars - denkbar (Schema 5). Sic lassen sich aber auch in einem 
Schritt durch E-Z-lsomerisierung der Doppelbindung C-10-C-I 1 enie- 
Ien. Mit der Einfilhrung der unsymmetrischen IXa-Substitution der 
Ringe A und D wird jede der bisher meglichen Formen noch um ein 
Konstitutionsisomer (Tautomer) erganzt (vgl. Schema 9). 

I PEE lsophorcabilindimet hylester 

H 
\&O 

R R 

3 
R = C02CH3 

Schema 6. Konstitutionsformeln von PBE und IPBE mit eingeschdnkter 
konformativcr Beweglichkeit sowie des Mcthanoladdukts 3, filr das die Um- 
wandlungsbarriert der Bilatrien-Helix hestimmt wurde. 

SICD-Messungen in optisch aktiven Msungsmitteln un- 
termauern die SchluBfolgerungen aus den Resultaten der 
Emissionsspektroskopie. Strukturell verwandte Verbin- 
dungen wie etwa Tetraphenylporphyrin, Protoporphyrin 
und Dipyrromethene ergeben keine derartigen SICD- 
Spektren. Die beobachteten Effekte spiegeln daher eine in- 
hiirente chirale Eigenschaft von BVE wider. Die Positio- 
nen der beiden Hauptabsorptionsbanden von BVE, und 
besonders jene des Vis-Maximums, sind bei Raumtempe- 
ratur Ihmgsrnittelabhiingig, withrend die SICD-Banden 
stets bei denselben Wellenliingen auftreten. Entweder dek- 
ken sie sich mit der Absorptionskurve, die die individuel- 
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len Absorptionen der verschiedenen Formen gesamthaft 
umschreibt, oder aber sie sind nach Rot verschoben (Fig. 
6A). Solche Rotverschiebungen sind eine Folge davon, daD 
die gekriimmte, langerwellig absorbierende Form in den 
meisten Ldsungsmitteln uberwiegt. Diese Befunde beststi- 
gen, daB die Ltisung mindestens zwei Formen enthalt. Die 
Zusammensetzung des ,Gemisches variiert rnit dem Lo- 
sungsmittel, und die beiden Komponenten tragen unter- 
schiedlich zu Rotationsstarken, Absorption und Fluores- 
zenz bei. Das Vorliegen eines Gemisches in der Lasung 
wird noch eindriicklicher durch das SICD-Spektrum von 
BVE-H + demonstriert, das die gleiche allgemeine spektro- 
skopische Charakteristik wie BVE aufweist (Tabelle 1). 
Nur eine einzige, der ,,660nm"-Spezies von BVE entspre- 
chende Komponente von BVE-H + ist bei Raumtempera- 
tur in Milchslureethylester fluorimetrisch nachweisbar. 
Dennoch ist der sichtbare SICD langwellig zur entspre- 
chenden Absorption verschoben (Fig. 6B), und die Rota- 

h [nml 
350 400 500 600 700 

I I I I  

- 4 

+3 - 

I I I 
30000 25000 20000 15000 

i j  [cm-'] 
Fig. 6. UV/Vis-Absorptions- und SICD-Spcktrcn bci 298 K @ von BVE und 
@ von BVE-H + in (S)-( -)-Milchs~urecthylester; Konz. 3.3 x lo-' M [U]. 

tionsstarken der beiden Banden sind deutlich kleiner als 
jene von BVE. AuBerdem weist die sichtbare SICD-Bande 
zwei Cotton-Effekte mit entgegengesetzten Vorzeichen auf. 
Dieses Philnomen kann, iihnlich wie bei BR (Abschnitt 
2.1), hier nicht erschiipfend interpretiert werden. Wir nei- 
gen aber wiederum zur Annahme, daD der SICD entweder 
aus zwei Komponenten rnit entgegengesetzten Vorzeichen 
besteht oder aus einer Komponente rnit einfacher Bande, 
die einem bisignaten Cotton-Effekt uberlagert ist. Die kiir- 
zerwellige Komponente wird der vorherrschenden ge- 
streckten Form rnit kleiner Rotationsstlrke zugeschrieben. 

Die rotverschobene SICD-Komponente hingegen gehort 
zur gekrtimmten Form mit inharent groDerer Rotations- 
starke, deren Anteil am Gemisch fur einen Nachweis 
durch Absorption und Fluoreszenz zu gering ist. 

3.2. Picosekunden-Relaxationskinetik des 
Anregungszustands von Biliverdindimethylester 

Das Studium von Einzelaspekten der strahlungslosen 
Desaktivierung durch Bestimmung von Fluoreszenz-Quan- 
tenausbeuten und durch LIOAS (siehe unten) wurde durch 
die betrachtliche uberlappung der Absorptions- und Fluo- 
reszenzspektren der individuellen BVE-Spezies sehr er- 
schwert. Diese Schwierigkeiten konnten erst kiirzlich 
durch kombinierte Anwendung von Absorptions- und 
Fluoreszenzdetektion rnit PP- und SPT-Techniken und ei- 
nem synchron gepumpten modengekoppelten Picosekun- 
den-FarbstoMasersystemI6'] umgangen werdenI4'l. Die Re- 
sultate erganzen jene, die durch stationare (Absorption, 
Fluoreszenz, SICD) und nur begrenzt zeitaufgeloste Me- 
thoden (LIOAS) ermittelt wurden und die zum Postulat 
AnlaD gaben, daD in Msung zwei (Familien von) Grund- 
zustandsformen von BVE nebeneinander auftreten. Diese 
Messungen haben eine hahere Aussagekraft als friihere Pi- 
cosekunden-Einzelpulsmessungen, wie sie an Etiobiliver- 
din ausgefuhrt worden warent6*'. 

Im allgemeinen konnte mit der SPT-Methode eine gro- 
Sere Zahl von Zerfallskomponenten nachgewiesen werden 
(Tabelle 2, Fig. 7 und 8) als rnit der Transienten-Absorp- 
tionsspektroskopie (PP; Tabelle 3). Der Grund dafiir liegt 
in der Breite des dynamischen Detektionsbereichs, der bei 
der SIT-Methode wesentlich gr6Ber ( > 3 GroBenordnun- 
gen) ist als bei der PP-Methode (ca. 1-2 GrolJenordnun- 
gen). Davon abgesehen stimmen die Resultate beider Me- 
thoden bestens iiberein. Demnach ist BVE in Ltlsung ein 
noch komplexeres System als friiher angenommen. Es kiin- 
nen bis zu vier Juoreszierende Spezies, rwei kurzlebige (Pico- 
sekunden-Bereich) und rwei langerlebige (Nanosekunden- 
Bereich), nachgewiesen werden (Tabellen 2 und 3). Diesen 
vier Anregungszustanden sind drei oder vier Grundzustands- 
fonnen zuzuordnen. 

Die Nanosekunden-Zerfallskomponenten T~ und r4 ge- 
h6ren zur gestreckten ,,660 nm"-Form. Solche Lebenszei- 
ten sind fur BVE in flDssiger Msung bemerkenswert lang. 
Zusammen mit der relativ schmalbandigen und teilweise 
aufgelbsten Vibrationsstruktur von Fluoreszenz und Fluo- 
reszenzanregung und der geringen Stokes-Verschiebung 
deuten diese Lebenszeiten auf eine relativ starre und ein- 
heitliche Konformation rnit hoher Fluoreszenz-Quanten- 
ausbeute hin. Die lange Lebensdauer und die hohe Fluo- 
reszenzausbeute lassen sich am besten rnit einer Anord- 
nung der Ringe B und C vereinbaren, die eine rasche Des- 
aktivierung durch intramolekularen Protontransfer zwi- 
schen den zentralen Stickstoffatomen verhindert. Alle ge- 
streckten Anordnungen (siehe Schema 5 )  gewlhrleisten 
dies. Es ist aber anzunehmen, daB die konformative Starr- 
heit intramolekulare Wasserstoffbriicken Bhnlich der 
,,Fahiegel"-artigen Stabilisierung (Schema 3) von BRE 
erfordert, wie sie zusiitzlich lediglich in den anti-Anord- 
nungen der B/C-Stickstoffatome von BYE mBglich sind. 
Die photochemischen Resultate mit BVE-IXy und -1X6 
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Fig. 7. Halblogarithmisch dargestellte Zerfallskurven der Fluoreszenz von 
BVE in 2-Methyltetrahydrofuran bei Raumtemperatur; @ 1""'- 580 nm, 
1'"-650 nm; (EJ 1°xc=580 nm, 1'"=710 nm (siehe Tabelle 2) 1471. Anmer- 
kung: Es sind die halblogarithmisch dargestellten Zerfallsfunktionen des An- 
regungspulses (a) und der Fluoreszenz (b) sowie die an die MeDwerte ange- 
paBte Exponentialsummenfunktion (c) wiedergegeben. Ferner sind die be- 
rechneten Lebenszeiten TI.. . T. und Amplituden BI . . . B. der Zerfallskom- 
ponenten eingetragen. 

Tabelle 2. Lebenszeiten und relative Ausbcuten der Fluoreszenuerfalls- 
Komponenten von BVE, gemessen bei 298 K mit der SIT-Technik 1471. 

Wsungs- Aeac A'" Lebenszeiten [ps] [b] Normierte 
mittel [a] [nm] [nm] rel. Ausb. [%] 

51 r2 r3 r4 9 1  p2 91 9 4  

MTHFIc] 580 650 26 112 1377 4225 34 23 11 32 
MTHF[d] 580 710 22 89 1896 - 54 42 4 ~ 

MTHF 640 660 - 93 1685 4545 - 12 9 79 
MTHF 640 710 - 78 968 4183 - 62 10 28 
CHCl, 580 650 21 183 1151 - 69 18 13 - 

CHC13 580 710 12 71 1406 - 66 31 3 - 

CHC13 640 660 - 69 940 3883 - 25 10 65 
CHCIJ 640 710 - 62 1009 3365 - 73 7 20 
MeOH 580 650 - 140 - 4678 - 2 -  98 
MeOH 580 710 - 52 - 4589 - 6 -  94 
MeOH [el 640 660 - - - 4612 ~ - - 100 
MeOH [q 640 710 38 - 630 4592 8 - 3 89 
EtOH 580 650 19 249 1639 4601 15 11 16 58 
EtOH 580 710 10 112 910 3997 57 9 8 26 
EtOH 640 660 - 97 879 4610 - 4 27 69 
EtOH 640 710 - 56 710 4043 - 40 25 35 
Milch- 580 650 39 239 894 4150 8 16 12 64 
silure- 580 710 20 124 659 3902 29 22 13 37 

ester 640 710 - 108 681 4250 - 5 13 82 

[a] Konzentration 1 x lo-' M bei allen Messungen; MTHF, 2-Mcthyltetrahy- 
drofuran. [b] Die r-Werte entsprechen den T-Werten, die in Fig. 7 und 8 auf- 
gefiihrt sind. Die Rangfolgen r, .  ..r. (steigende Lebenszeiten) gehen nicht 
mit den Rangfolgen TI.. . T. parallel. MeDfehler in den Lebenszeitbestim- 
mungen betragen f 10%, aber mindestens 5 ps, mit Ausnahme des f I%-Feh- 
lers in der Einfachexponential-Analyse. Die Lebenszeit-MeOfehler kBnnen 
far Komponenten mit relativen Ausbeuten von weniger als 5% bis auf f20% 
steigen. Siehe ferner [cl Fig. 7 k  [dl Fig. 7B, [el Fig. 8A und [fJ Fig. 8B. 

ethyl- 640 660 - 126 2140 4470 - 4 21 75 

liefern starke unabhangige Argumente zugunsten dieses 
mod ell^[^*^ (siehe Abschnitt 3.4). 

Die spektralen Eigenschaften von gestrecktem BVE erin- 
nern sehr an jene von nativen Biliproteinen wie Phyto- 
chrom und Phycobiliproteinen, insbesonders Phycocyani- 
nen. Fur diese Chromophore werden in Anlehnung an Re- 
sultate mit BVE["] und aufgrund der Absorptionsdaten 
von PBE und IPBE1631 ebenfalls gestreckte Konformatio- 
nen angenomrnen'2a1. Soweit Analogieschliisse zwischen 
Biliproteinen und BVE zulassig sind, ist die Feststellung, 
daB BVE sogar bei Raumtemperatur in L6sung eine inhu- 
rent starre gestreckte Konformation einnehmen kann, von 
erheblichem photobiologischem Interesse. Offenbar genii- 
gen hierzu intramolekulare Stabilisierungskrtifte. Stabili- 
sierende Wechselwirkungen mit dem Protein diirften dem- 
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Fig. 8 Halblogarithmisch dargestellte Zerfallskurven der Fluoreszenz von 
BVE in Methanol be1 Raumtemperatur; @ lc""=640 nm, ,Ie" =660 nm; 0 
,I"'=640 nm, Ac"=710 nm (siehe Tabelle 2) [47]. Siehe auch die Anmerkung 
zu Fig. 7. 

Tabelle 3. Lebenszeiten von BVE im Anregungszustand, gemessen bei 298 K 
mit der PP-Technik 1471. 

Usungs- Anregungs- und Lebenszeiten [ps] [b] Rel. 
mittel [a] Detektions- Amplituden 

Wellenlange 
,Id [nm] rl r2 r3 rl/T2 

~~ ~ 

~ EtOH 605 19 73 1.7 
EtO'H 605 17 57 1.5 
EtOH [c] 643 12 68 3 

5 EtO'H 643 15 55 - 

MeOH 640 
MTHF 640 20 64 0.5 

[a] Konzentration 3-7 x M bei alien Messungen; MTHF, 2-Methyitetra- 
hydrofuran. [b] MeOfehler der Lehenszeitbestimmungen f IG%. [c] Vgl. den 
MeBpunkt x in Fig. 9. [d] Wahrscheinlich ein Mittelwert der Nanosekunden- 
Lebenszeiten von zwei Komponenten. [el Unterer Grenzwert. [q r2/r3. 

~ 

~ 

51 Id] 1200[e] 1.3 [fJ - 
~ 
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nach, im Gegensatz zur bisher allgemein akzeptierten An- 
schauung, keine a priori notwendige Voraussetzung fur die 
konformative Starrheit von BVE-ahnlichen Tetrapyrrolen 
in Biliproteinen sein. 

Die Picosekunden-Zerfallskomponenten T~ und 92 sind 
auf die gekriimmte ,,710 nm"-Spezies zuriickzufuhren. Der 
unterschiedliche EinfluD der Temperatur auf die beiden 
Zerfallsgeschwindigkeiten (Fig. 9) zeigt, daB zwei Mecha- 

6 

5 

Schema 7. Bezugssubstaruen fiir die Beurteilung der Desaktivierungsmecha- 
nismen von BVE, die durch Drehungen um C-C-Bindungen und intramole- 
kulare Protonilbertragung ausgellist werden. 

k2  I 

3 4 5 
. lo3 [K"] 

Fig. 9. Ternperaturabhgngigkeit der Picosekunden-Zerfallsgeschwindigkeits- 
konstanten k, und k2 der BVE-Transienten T~ bzw. T~ in EtO'H, aufgenom- 
men mit der PP-Technik; Ad=643 nm. 0-kurzlebige Komponenle T,; 
0 - langlebige Komponente q; x = Raumtemperaturdaten in EtOH (siehe 
Tabelle 3). Die kurzgestrichelte Gerade bezeichnet den temperatur(viskosi- 
tlts)abhangigen Bereich des Zerfalls von T~ und die langergestrichelte Ge- 
rade die temperaturunabhangige Protonubertragung in der T,-Komponente 
WI. 

nismen die ultraschnelle strahlungslose Desaktivierung 
hewormfen. In beiden Komponenten finden Relaxationen 
statt, die vermutlich durch Drehungen um die Einfachbin- 
dungen der Methinbriicken induziert werden. Zusatzlich 
tragt auch eine intramolekulare Protonubertragung, 
hiichstwahrscheinlich zwischen den zentralen B/C-Stick- 
stoffatomen (wie schon fur Z-syn-Dipyrrole vorausge- 
~ a g t r ~ ~ l ) ,  zum Energieabbau der schneller zerfallenden der 
beiden Komponenten bei. So sind die Relaxationsdaten 
der kurzerlebigen Picosekunden-Spezies, T,, unterhalb von 
etwa 260 K in EtO*H unabhangig von der Temperatur. Die 
(logk] vs. l/T)-Funktion ist somit eine Summe von sowohl 
temperaturabhangigen als auch temperaturunabhangigen 
Prozessen. Bei letzteren handelt es sich um die Proton- 
ubertragung (langgestrichelte Gerade in Fig. 9), die zur 
strahlungslosen Desaktivierung mit einer Geschwindig- 
keitskonstante von 3.5 x 10" s-l  fiihrt. Diese Desaktivie- 
rung lauft parallel zur temperatur-(oder eher viskositats-)- 
abhangigen Relaxation ab, die durch Drehungen verur- 
sacht wird (kiirzergestrichelte Gerade). Die Aktivierungs- 
energie fur diese Drehungen bewegt sich im Bereich der 
Lasungsmittelviskositats-Aktivierungsenergie rnit einer ge- 
schiltzten unteren Grenze von etwa 12 kJ/mol. 

Die Ternperaturabhgngigkeit der langerlebigen Kompo- 
nente T~ ist eindeutig linear (vgl. k2 in Fig. 9). Die schnelle 
intramolekulare Protonubertragung spielt bei der Desakti- 
vierung dieses Zustandes keine Rolle. Die kleine Aktivie- 
rungsenergie von etwa 6 kJ/mol ist allein auf intramoleku- 
lare Bameren fur andere Desaktivierungskanlle, z. B. Dre- 
hungen um Einfachbindungen, zuriickzufiihren. 

Aus dem Vergleich der Fluoreszenz-Quantenausbeuten 
von BVE bei 77 K und Raumtemperatur rnit denjenigen 
von ZnBVE, BVE-H+ und den Verbindungen 4-6 
(Schema 7 und Tabelle 1) ergibt sich, daD der intramoleku- 
laren Protonubertragung zwischen den Stickstoffatomen 
(der Ringe B und C-in den Verdinen) und den Drehungen 
um CC-Einfachbindungen eine bedeutende Rolle bei der 
Auslosung der strahlungslosen Desaktivierung von BVE 
zukommen muD. Dementsprechend war a priori auch ein 
beachtlicher N-H/*H-Isotopeneffekt auf die Fluoreszenz- 
ausbeute zu erwarten. Dennoch lieD sich in EtOH/Et02H 
selbst bei 77 K kein solcher Effekt nach~e i sen '~~ .  Durch 
das Model1 der Picosekunden-Desaktivierungsmechanis- 
men ist das MiBlingen dieser Versuche jetzt auch verstand- 
lich. So werden die Geschwindigkeit des strahlungslosen 
Zerfalls der TI-Komponente und damit auch ihre Fluores- 
zenzausbeute bei Raumtemperatur iiberwiegend durch die 
konformative Relaxation und weniger durch die Proton- 
ubertragung bestimmt. Bei sehr tiefen Temperaturen ist die 
gesamte Fluoreszenzausbeute zwar grbBer, aber offenbar 
hauptsachlich wegen des Zuwachses an Fluoreszenzaus- 
beute der langerlebigen Komponenten ( T ~  - T~), die durch 
die Protoniibertragung nicht beeinfluDt werden. Diese Ar- 
gumentation setzt voraus, daB der mit der Abkiihlung ver- 
bundene uberdurchschnittliche Fluoreszenzanstieg den 
gleichzeitigen Teilverlust an gestreckten Formen iiberkom- 
pensiert. Der Beitrag der intramolekularen Protoniibertra- 
gung zur Fluoreszenzausbeute ist daher bei beiden Tempe- 
raturextrema relativ klein und liegt offenbar noch inner- 
halb des MeDfehlers der Methode der kontinuierlichen 
Anregung. 

Unsere Resultate haben gezeigt, daD in Liisung je nach 
den Bedingungen mindestens drei Formen von BVE im 
elektronischen Grundzustand vorhanden sein kihnen. Bei 
zwei davon (T~, z4) handelt es sich zweifellos um gestreckte 
Formen rnit langen SI-Lebenszeiten. Es ist jedoch nicht 
unmittelbar zu erkennen, ob die beiden Picosekunden-Zer- 
fille (T], T~) ebenfalls zwei oder aber nur einer Grundzu- 
stand-Spezies zugeh6rig sind. Die zweite Miiglichkeit ist 
vom Gesichtspunkt der Konformation aus plausibler. Oh- 
nehin ist anzunehmen, daR - in Einklang mit Ramachan- 
dran-156*6sl, Force-Field-166' und M O - R e c h n ~ n g e n ~ ~ ~ * ~ ~ - ~ ' ]  - 
die Potentialminima sehr flach und die abgrenzenden Ak- 
tivierungsbarrieren klein im Vergleich zur thermischen 
Energie sind. 
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Die Fluoreszenz-Lebenszeiten ermoglichen nun auch 
erstmals eine Abschiitzung der relativen Fluoreszenz- 
Quantenausbeuten fiir die gekriimmte Form und die ge- 
streckten Formen von BVE in Ltisung. Der Absorptions- 
koeffizient der Vis-Bande ist fur die gestreckten Formen 
nur etwa viermal grUDer als fur die gekriimmte Form. 
Demnach ergibt sich aus dem Unterschied in den Lebens- 
zeiten eine um etwa zwei GroBenordnungen hohere Fluo- 
reszenzausbeute fur die gestreckten Formen. 

3.3. Die thermischen gegenseitigen Umwandlungen der 
helical gekriimmten und gestreckten Formen von 
Biliverdindimethylester. EinfluD des Mediums 

Die Unterschiede in den stationarm Spektren der bei- 
den BVE-Formen werden besonders eindriicklich durch 
Beobachtungen - Fluoreszenz, Fluoreszenzanregung und 
SICD in optisch aktiven Membranen - beim Einbau von 
BVE in den lipophilen Teil der Doppelschichtmembranen 
von Liposomen ill~striert[~']. 

Wenn BVE bei Raumtemperatur ohne ErwBrmen oder 
Ultraschall-Einwirkung eingebaut wird, dann dominiert 
anfiinglich die Fluoreszenz der helical gekriimmten Form 
in den Membranen aller Liposomen. In gelartigen Liposo- 
men, z. B. in DPL-Membranen (Fig. lOA), deren Phasen- 
Iibergang erst oberhalb Raumtemperatur stattfindet (3 15 
K), bleibt die iiberwiegende Emission der gekriimmten 
Form unverandert erhalten. In den beweglicheren fliissig- 
kristallinen Membranen (2.B. in EYL mit einer Phasen- 
iibergangstemperatur von 268 K) hingegen tritt bereits 
beim Stehen spontan die Fluoreszenz der gestreckten Form 
auf. Diese nicht mehr umkehrbare Umwandlung der ge- 
kriimmten in die gestreckte Form 1iiBt sich auch in DPL- 
Liposomen durch Erwiirmen auf eine Temperatur ober- 
halb des Phaseniiberganges und durch Ultraschall-Be- 
handlung der BVE enthaltenden Liposomen erzielen (Fig. 
10B). Die gestreckte Form ist daher auch die durch Fluo- 
reszenz praktisch allein nachweisbare Spezies in BVE-Li- 
posomen, die durch Ultraschall-Behandlung eines Gemi- 
sches von Lipiden und BVE hergestellt worden sind (Fig. 
lOC). Diese Befunde zeigen, daB BVE in den Membranen 
bevorzugt gestreckte Form(en) einnimmt, falls die fur eine 
spontane Streckung erforderliche minimale Fluiditiit der 
lokalen Umgebung gewiihrleistet ist. 

Die aus den Emissionsdaten hergeleitete Konforma- 
tionszuordnung wird wiederum durch SICD-Messungen, 
hier in der optisch aktiven EYL-Membran, gesichert. Die 
zeitliche Entwicklung der CD-Bande bei 650 nm - Zu- 
nahme der Intensitiit in der Anfangsphase nach der Inku- 
bation, gefolgt vom allmBhlichen Verschwinden - und ihre 
AbhSingigkeit von der Herstellungsmethode der BVE-EYL- 
Liposomen sind jenen der Fluoreszenz parallel. 

Der Strechorgang der gekriimmten BVE-Form in den 
fliissig-kristallinen Liposomen wird offenbar durch die ge- 
ordnete Struktur der Membran-Umgebung gefordert, so- 
lange diese nicht zu starr ist. Jedenfalls ist die Streckung 
bei Raumtemperatur in Losung allgemein sehr vie1 langsa- 
mer[48.681. Dimethylsulfoxid verhilft, selbst in katalytischen 
Mengen, zur kleinsten Aktivierungsenergie, die bisher fest- 
gestellt werden konnte. In anderen Liisungsmitteln ist eine 
Aquilibrierung nur durch eine zusiitzliche Aktivierung in 
der GraBenordnung von 20 kJ/mol, d. h. im Bereich der 
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Fig. 10. Korrigierte Fluoreszenz- und Fluoreszenzanregungs-Spektren von 
BVE-DPL-Liposomen bei 298 K, @ gemessen an einer durch Inkubation von 
intakten DPL-Liposomen rnit BVE hcrgestellten Probe, @ nach anschlieflen- 
der kuner Ultraschall-Behandlung und @ gemessen an Liposomen. die 
durch gleichzeitige Ultraschall-Behandlung von BVE und DPL hergestellt 
wurden. Die Spektren @, die wellenlgngcnunabhgngg in Emission und An- 
regung waren, stammen von der gekrihnrnten ,,'llOnm"-Spezies. @ illustriert 
das Anfangsstadium der Umwandlung in die gestreckte ,,660nm"-Form 
durch Ultraschall-Anregung, und @ zeigt das ,,660nm"-Spektrum praktisch 
ohne Beimischung der ,,'lIOnm"-Spezies. Man beachte, daD A'" der 
,,'llOnm"-Spezies in DPL nach ca. 730 nm verschoben ist [67]. 

Losungsmittelviskositiits-Aktivierung, durch Ultraschall- 
Behandlung oder Erwiirmung zu erzielen. Das AusmaD der 
Anreicherung an gestreckten Formen wird durch die hochst- 
erreichte Temperatur, die Geschwindigkeit der Abkiihlung 
und das Losungsmittel bestimmt. Nach den bisherigen Be- 
funden ist der Anteil an gestreckten Formen am grUBten in 
Dimethylsulfoxid, etwas kleiner in protonischen Ltisungs- 
mitteln (Alkoholen) und am kleinsten in aromatischen 
Kohlenwasserstoffen1681. Es ist bemerkenswert, daB die 
Bamere zwischen den Konformeren von BRE, den 
,,395 nm"- und ,,450 nm"-Formen, betriichtlich kleiner sein 
mu13. 

Die zeitliche Entwicklung der Fluoreszenz- und LIOAS- 
IntensitBt in BVE-Liposomen-PrBparaten ab Inkubations- 
beginn gibt einen gewissen Einblick, wie der Einbau in die 
Membranen stattfindet und wie sich der strahlungslose 
Energieabbau von angeregtem BVE in diesen Medien voll- 
~ i e h t ' ~ ~ ' .  Die Fluoreszenz-Quantenausbeuten von ge- 
kriimmtem und gestrecktem BVE in den EYL- und DPL- 
Liposomen sind durchweg iihnlich und etwa fiinf- bis acht- 
ma1 groBer als 4+ von gestrecktem BVE in Ethanol bei 
Raumtemperatur (Tabelle 1). Offenbar spiegelt sich in die- 
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sem Zuwachs wider, daB die Membranen die vibratori- 
schen und Rotations-Freiheitsgrade und damit das Aus- 
ma13 der strahlungslosen Relaxation von BVE einschran- 
ken. Man sollte daher auch eine gleichzeitige Abnahme 
der LIOAS-Signalintensitat erwarten, da diese ein Ma13 al- 
ler strahlungslosen, nichtphotochemischen Energieabbau- 
Kanale ist[691, Dies trifft denn auch fur BVE-DPL zu. Die 
Ausbeute der ,,prompten" Warmeabgabe, a (definiert als 
der in die akustische Welle umgewandelte Teil der absor- 
bierten Energie)[70s7'', betragt fur BVE-DPL nur etwa 2/3 
oder weniger vom niedrigsten Wert fur BVE in Ethanol 
(vgl. Fig. 13)f67*711. 

Die LIOAS-Untersuchung des Einbaus von BVE in die 
Membranen von Liposomen zeigt auch noch einen Aspekt 
von direktem photochemischem Intere~se'~~]. Die LIOAS- 
Intensitat sinkt nach dem Beginn der Inkubation von 
DPL-Liposomen allmahlich ab und weist nach 20 h end- 
gultig noch etwa 30% des anfanglichen Wertes auf (Fig. 
11B). Anstelle einer entsprechend starken Erhohung be- 
tragt nun aber der Fluoreszenz-Zuwachs lediglich 5-20% 
(Fig. 11A). Uberdies unterscheiden sich die Zeitskalen um 
eine GroBenordnung : Ein konstanter @,-Wert ist schon 
nach 2 h erreicht. Der durch den Fluoreszenz-Zuwachs 
kornpensierte Anteil des LIOAS-Defizits wird offensicht- 
lich durch einen gleichgerichteten, aber groBeren Effekt 
iiberdeckt. Es ist naheliegend, den Ursprung dieses groBen 
LIOAS-Defizits in einer photochemischen Reaktion von 
BVE zu vermuten. Da in BVE-DPL aber keine permanente 
photochemische Anderung enielt werden kann, mu13 eine 
solche Reaktion thermisch reversibel sein. Die Zeitskala 
muB dabei langer (> 1 ps) als der von der LIOAS erfaBte 
Bereich sein. Diese Begrenzung der m6glichen Lebenszeit 
fur das Photoprodukt nach unten ergibt sich aus der Zeit, 
die zur Entstehung einer akustischen Welle benotigt wird. 

nachgewiesenen - photochemischen 2- E-Isomerisierung 
und thermischen Riickbildung der 2- Ausgangsform mit 
den Beobachtungen vereinbar. Sie wiirde erfordern, daB 
die thermische Riickisomerisierung in der ,,weichen" EYL- 
Membran schneller (< 1 ps) erfolgt als in der starren DPL- 
Membran. 

Somit konnen die Vorgange nach der Inkubation von Li- 
posomen mit BVE z. B. wie folgt interpretiert werden: Bei 
Zugabe von BVE in konzentrierter Tetrahydrofuran-Lo- 
sung zu einer waBrigen Dispersion von Liposomen wird 
BVE vermutlich in aggregierter Form (vgl. dazu Abschnitt 
3.5) auf der Membranoberflache deponiert. Beim Eindrin- 
gen spalten sich die Aggregate in die Monomere, die 
schlieBlich je nach Lipidviskositat zuletzt vonugsweise als 
gekriimmte oder als gestreckte Spezies nachweisbar sind. 
Die mit diesem Vorgang verkniipfte Erhbhung der Fluo- 
reszenzintensitat muB auf einer etwas weniger wirkungs- 
vollen strahlungslosen Desaktivierung der Monomere be- 
ruhen, falls es sich nicht lediglich um einen Konzentra- 
tionseffekt als Folge der Aggregatdeponie auf der Mem- 
branoberfllche handelt. Das gleichzeitig steigende LIOAS- 
Defizit deutet aber auch darauf hin, daB die - thermisch 
reversible - Photoisomerisierung in den Monomeren noch 
wesentlich effizienter als in den Aggregaten ist. 

3.4. Die Photochemie von Biliverdindimethylester. 
Die konformationsselektive Photocyclisierung von 
Biliverdin-IXy- und -1XGdimethylester 

Die gekriimmte all-Z,all-syn-Form von BVE kann am 
Model1 durch Drehungen um die Einfach- und Doppelbin- 
dungen an C-5, C-10 und/oder C-15 nach Belieben in 
zahlreiche verschieden gestreckte Anordnungen umgewan- 
delt werden. In den vorangehenden Abschnitten wurde 
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Fig. 11. Inkubation intakter DPL-Liposomen mit BVE: @ Anwachsen der Fluoreszenzintensitat bei verschiedenen Emissions-Wel- 
lenlangen. (EJ Abnahme der LIOAS-Signalintensitat (gemessen 9 p.5 nach dem Laserpuls) bei verschiedenen Anregungs-WellenlLn- 
gen, beide als Funktion der Zeit nach der lnkubation [67b]. 

Die Fluoreszenz-Zunahme nach der Inkubation von 
EYL-Liposomen mit BVE hat die gleiche GroBenordnung 
wie bei Verwendung von DPL-Liposomen (Tabelle I), aber 
die LIOAS-Intensitat bleibt im Fall von DPL praktisch un- 
verilndert. Wiederum ist die Annahme einer - nicht direkt 

hinsichtlich dieser Formenvielfalt noch nicht differenziert. 
Eine Ausnahme bildeten lediglich Schema 5 nebst FuRno- 
te, in denen angenommen wurde, da13 der ubergang von 
der gekriimmten Form zu gestreckten Formen ausschlie13- 
lich durch Umformung der B/C-Teilstruktur stattfindet, 
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d. h. daB die Drehungen auf die Bindungen der zentralen 
C-10-Briicke beschriinkt sind. Anhaltspunkte dafur erge- 
ben sich aus den photochemischen Resultaten mit BVE 
und seinen IXy- und 1x6-Isomeren (Schema 8). 

I-R R, 

0 &&-&$&Lo H H H 

BVE - Ixy B iliverd in - IX y- d i met hylester 

r R  

0 
H H H 

BVE-1x6 Biliverdin-1x6-dimethylester 

BVE-Xllla Biliverdin-XIIIa-dimethylester 

R = COzCH, 
Schema 8. Konstitutionsformeln von BVE-IXy, BVE-1x6 und BVE-XIlla. 

Z-syn, Z-anti, Z-syn 2-syn, E’syn, Z-syn 

BVE-IXy ( R  C H = C H 2 )  
BVE-1x6 (R C H z C H z C 0 2 C H 3 )  

tl hv 

* T l A  

PEE ( R  C H = C H 2 )  
NBVE-1x6 ( R  =CHZCH~CO~CH,) t I 

Schema 9. Eine Auswahl maglicher Primkschritte des photochemischen 
Ringschlusses gestreckter Formen von BVE-IXy und BVE-1x6 unter Bildung 
von PBE bzw. NBVE-1x6. @ und @I bedeuten hier die entsprechenden IXy- 
und 1x6-substituierten Ringe (mr E’-syn-Bezeichnung siehe Schema 10). 

Die unterschiedlichen Substitutionsmuster von BVE, 
BVE-IXy, BVE-1x6 und BVE-XIIIa uben allgemein kei- 
nen drastischen EinfluB auf die spektralen Eigenschaften 
dieser Verbindungen aus. Somit kann man annehmen, daB 

auch die elektronischen Grund- und Anregungszustande 
der vier Verbindungen sehr ahnliche Eigenschaften haben. 
Ferner weisen die Uberlagerungen von jeweils zwei Fluo- 
reszenz- und Fluoreszenzanregungs-Spektren darauf hin, 
daB Usungen aller dieser Biliverdine heterogen und Hhn- 
lich zusammengesetzt sind. Dabei handelt es sich in jedem 
Fall bei der langerwellig emittierenden Spezies um die ge- 
kriimmte all-2,all-syn-Form und bei der kiirzerwellig emit- 
tierenden um eine gestreckte Form. Die spektrale Uberein- 
stimmung 1iiRt zudem erwarten, daB die gestreckten For- 
men jeweils lhnliche Anordnungen um alle drei Methin- 
briicken aufweisen. 

BVE-IXy und BVE-1x6 cyclisieren sowohl thermisch als 
auch photochemisch zu PBE bzw. NBVE-1x6 (Schema 
9)[ss.aol. Ein analoger RingschluB im Bereich der C-5- und 
C-15-Briicken findet hingegen nicht statt, weder in BVE- 
IXy und BVE-1x6 als Alternative zum RingschluB im Zen- 
trum, noch in BVE und BVE-XIIIa, die ausschliefllich 
eine bzw. zwei Vinylgruppen in Nachbarschaft zu C-5 und 
C-15 enthalten. Nach mechanistischen und strukturellen 
Betrachtungen kann man fur die Cyclisierung mehrere Re- 
aktionswege in Betracht ziehen, die alle eine ausgepriigte 
Selektivitat zugunsten einer gestreckten Konformation des 
Ausgangsmaterials zeigen sollten. So kannte der verdrillte 
Anregungszustand ‘1 - das Zwischenprodukt der photo- 
chemischen gegenseitigen Umwandlung der E’-syn- und Z- 
anti-Isomere (siehe dazu Schema 10) - in Konkurrenz zur 
Relaxation zu einem dieser beiden Grundzustands- 
Isomere (Schema 9)  direkt cyclisieren. Man kann sich aber 
auch vorstellen, daB ein anderer ProzeB als die Verdrillung 
des Anregungszustandes, z. B. ein direkter elektrocycli- 
scher RingschluB, m m  Ziel fuhrt. In jedem Fall wird das 
Endprodukt erst im AnschluB an die Cyclisierung durch 
Wasserstoffverschiebung gebildet. Eine gestreckte Konfor- 
mation ist jedenfalls Voraussetzung fur jede erdenkliche 
Primgrreaktion in BVE-IXy und BVE-1x8. Tatsachlich 
deutet die starke Abhangigkeit der RingschluB-Quanten- 
ausbeuten von der Bestrahlungswellenlange deutlich auf 
eine Selektivitat zugunsten der Reaktion in einer bestimm- 
ten K~nfo rma t ion~~~’ .  So liegen die wirkungsvollsten Be- 
strahlungswellenlangen (575-600 nm) im Absorptionsbe- 
reich der gestreckten Formen. Mit hoheren Wellenllngen, 
die zunehmend nur noch von der gekriimmten Form ab- 
sorbiert werden, klingt hingegen die Effizienz rasch ab 
(Fig. 12). 

Zum Versttindnis der obigen Argumente, die sich auf die 
Absorptionseigenschaften der verschiedenen Formen stut- 
Zen, sei daran erinnert, daB die Stokes-Verschiebungen fur 
die gekriimmten Spezies groB und fur die gestreckten klein 
sind. Dies bedeutet auch, daB die Absorption der gestreck- 
ten Formen relativ schmalbandig ist (560-660 nm) und sich 
auf der kurzwelligen Flanke der vie1 breiteren Absorp- 
tionsbande der gekriimmten Spezies befindet. Die Absorp- 
tion der gekriimmten Form ist in der Tat durch das nor- 
male Absorptionsspektrum von BVE hinreichend wieder- 
gegeben, da diese Spezies in den meisten Losungsmitteln 
und offenbar unabhangig von der Konzentration (siehe 
Abschnitt 3.5) uberwiegt. Die Absorption der gestreckten 
Formen hingegen ist nur im Anregungsspektrum der kun- 
welligen Fluoreszenz zu finden. 

Die Erkenntnisse aus der vergleichenden Untersuchung 
der IXa-, IXy-, 1x6- und XIIIa-Isomere konnen wie folgt 
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Fig. 12. Relative Quantenausbeuten als Funktion der BestrahlungswellenlBn- 
ge, des Umsatzes an BVE-IXy (-) und BVE-1x6 (---) (unten) und des Ring- 
schlusses zu PBE (-) bzw. NBVE-1x6 (---) (oben). FUr jede Reaktion sind 
die Messungen bei den jeweiligen Wellenlagen der drei Extrema der Diffe- 
renzspektren vorgenommen worden, die bei der Bestrahlung in Dimethyl- 
sulfoxid erhalten werden. Die Aofangskonzentrationen von BVE-IXy und 
BVE-1x6 lagen bei lo-' M [48j. 

zusammengefaot werden : Der Streckvorgang der gekriimm- 
ten Konformation ist sowohl im Grundzustand als auch im 
Anregungszustand auf Umfonnungen innerhalb des B/C- 
Teils beschrankt, wahrend die Z-syn-Geometrie der A / B -  
und C/D-Teilstrukturen. wie in Schema 5 dargestellt, erhal- 
ten bleibt. Die Zusammenstellung in Schema 10 laat erken- 
nen, daB die acht moglichen C- 10-Isomere eines unsym- 
metrisch substituierten Biliverdins drei topologisch diffe- 
renzierte Gruppen bilden: 1) Zwei gekriimmte Z")-syn- 
Formen, 2) zwei gestreckte E(')-syn-Formen sowie 3) vier 
gestreckte anti-Formen. Schema 10 zeigt auBerdem, da13 
sich die gekriimmten (z(')-xyn) und die gestreckten E('J- 
anti-Formen durch direkte E-Z-Photoisomerisierung se- 
lektiv ineinander umwandeln lassen, wahrend Ahnliches 
fur die vier anderen gestreckten und die gekriimmten For- 
men nicht gilt. 

Bei Bestrahlung in Ethanol bei 173 K (Airr = 650 und 700 
nm) stellt sich ein photostationares Gleichgewicht ein, das 
im Vergleich zur grundzustandskontrollierten Zusammen- 
setzung zugunsten der gestreckten Formen verschoben 
ist1441. Die urspriingliche Zusammensetzung wird beim 
Aufwirmen der Losung auf Raumtemperatur wiederherge- 
stellt, bei der sich weder eine Bhnlich haltbare photochemi- 
sche & ~ d e r u n g ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ' ~  noch Zwischenprodukt-Absorptio- 
nen im Mikrosek~ndenbereich~~*'~' mehr nachweisen las- 
sen. Wie allerdings eine LIOAS-Untersuchung aufdeck- 
teI7I1, kommt es bei BVE aber auch unter diesen Bedingun- 
gen zu einer jetzt bereits im Mikrosekundenbereich ther- 
misch reversiblen Photoisomerisierung. Dies laat sich aus 
merklichen Verlusten an ,,prompter" Warmeentwicklung, 
a, herleiten, die bei der Bestrahlung von BVE in kleinen 

H 
Z-anti 

E-anti 

2-syn Z'-syn 

9 
&Jpl 

H 
Z'-anti 

E '- an t i 

E-syn E'-syn 

Schema 10. Mdglichkeiten zur gegenseitigen Umwandlung der acht C-10-Isomere von BVE durch Rotoniibcrtragung zwi- 
schen den B/C-Stickstoffatomen ([HI), Drehung um die Einfachbindung C-9-C- 10 (rr) und E+Z-Isomerisierung der Dop- 
pelbindung C-10-C-11 (hv). Dicses Schema leitet sich von Schema 5 durch Einfiihrung dcr unsymmetrischen IXa-Substitu- 
tion ab, wobei auch hicr die Geometrie innerhalb der A/B- und C/D-Teilstrukturen nicht verBndert wird. 
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Konzentrationen M) gemessen werden (siehe Fig. 
13). Diese Befunde sind analog zu denjenigen rnit BVE in 
Liposomen (Abschnitt 3.3). Es ist in diesem Zusammen- 
hang auch interessant, daB fur die (E,Z,Z)- und (Z,Z,E)- 
isomeren BVEsLe] a-Werte iiber 1 (z.B. a=1.3 bei 
jlirr= 640 nm)t7'1 erhalten werden. Diese zusatzliche 
,,prompte" Wiirmeabgabe ergibt ein Energiegefalle von ca. 
40 W/mol fur den insgesamt exothermen ubergang zu all- 
2-BVE. 

1 1 I I I I 

6 . 
0.6 1 

630 6L0 650 660 670 680 

h Inml 

Fig. 13. LlOAS von BVE in Ethanol: Anteile (a) der ,,prompten" Wlirmeent- 
wicklung; O=1.0X10-6M, 0 = 2 . 0 X  10-'M, A = l . 3 X I O - 5 M  1711. 

Die thermische Stabilitiit von gestrecktem BVE ist somit 
verschieden, je nachdem ob es durch Erwarmen oder U1- 
traschall-Behandlung (Abschnitt 3.3) oder photochemisch 
aus gekriimmtem BVE entstanden ist. Die in Schema 10 
dargestellten gegenseitigen Beziehungen der Formen las- 
sen eine mogliche Erklarung dieser anscheinend wider- 
spriichlichen Feststellung erkennen. Wahrend die photo- 
chemische Streckung von gekriimmtem BVE direkt die 
E("-anti-Formen liefert, mogen sich beim Erwarmen dar- 
uber hinaus E(')-syn-Konformationen bilden. Damit ist 
aber auch die C-C-Drehung in diesen letzteren als ge- 
schwindigkeitsbestimmender Schritt der Ruckbildung von 
gekriimmtem BVE impliziert. Fur die umgekehrte Rich- 
tung, d. h. die thermische Streckung von gekriimmtem BVE 
zur E(')-syn-Form, steht noch nicht fest, welche der beiden 
beteiligten C-C-Drehungen geschwindigkeitsbestimmend 
ist. 

In Anbetracht des photochemischen Verhaltens von 
BVE und seiner IXy- und 1x6-Isomere erscheint die An- 
nahme berechtigt, daD die lOE+IOZ-Photoisomerisierung 
eine moglicherweise beachtliche Rolle als Desaktivierungska- 
nu1 von angeregtem BVE spielt. Diese SchluDfolgerung ruft 
zwei weitere Aspekte der Bilatrien-Photochemie in Erinne- 
rung. Der eine betrifft das photochemische Verhalten von 
BVE, das an Aluminiumoxid ad~orb ie r t [~* '~ ]  oder in Lo- 
sung in Gegenwart starker Elektr~nendonoren~~'~ bestrahlt 
wird. Bei den unter diesen Bedingungen beobachteten 
Photoreaktionen handelt es sich eigentlich um ,,bilirubin- 
artige" Isomerisierungen der Doppelbindungen an C-4 
und C-15 unter Bildung der (&Z,Z)- und (Z,Z,E)-lsomere. 
Diese Produkte sind thermisch stabiler als die (Z,E,Z)- 
Isomere von BVE und waren bei der Bestrahlung von BVE 
in inerten Losungsmitteln nicht unentdeckt geblieben. Der 
bemerkenswerte Unterschied in der Photochemie ist einer 
starken Wechselwirkung zwischen einem Donor und C-10 
oder sogar einer intermediiiren nucleophilen Addition an 

diese Stelle zugeschrieben worden. Das solchen Anlage- 
r ~ n g e n [ ~ * ~ ~ ]  zugrunde liegende Elektronendichte-Minimum 
beruht auf der extensiven Delokalisierung im Bereich der 
Ringe B und C, die ihrerseits durch die Wasserstoffbriicke 
zwischen den zentralen Stickstoffatomen bewirkt wi~d['~]. 
Es entstehen dabei Zwischenprodukte vom Bilirubintyp, 
die anschlieDend photoisomerisieren. Bei tiefer Tempera- 
tur bedeutend effizienter fluoreszierend als die Verdine 
(vgl. Tabelle l), sind sie auch als die in Spuren auftreten- 
den Quellen der sogenannten ,,blauen" oder ,,anormalen" 
Emission von BVE[4*771 und P h y t o ~ h r o m [ ~ ~ ~  identifiziert 
worden'']. Die Schrittfolge der Isomerisierung ist fur die 
2,3-Dihydrobilatrien-Modellsubstanz des Phytochroms ex- 
perimentell nachvollzogen worden. Nach Anlagerung von 
2-Mercaptoethanol an C-10 findet eine selektive 2-E- 
Photoisomerisierung des Dipyrromethenon-Teilchromo- 
phors stattIe1, wahrend bei der Bestrahlung des intakten 
2,3-Dihydrobilatriens in Gegenwart von Iod als Oxida- 
tionsmittel und von Pyridin letzteres an C-5 angelagert 
w ~ r d e [ ~ ~ ' .  

Der zweite Aspekt betrifft die Frage, warum sich die 
E+Z-Photoisomerisierung in Abwesenheit mediumindu- 
zierter Vorgiinge auf die Doppelbindung zwischen den 
Ringen B und C beschrankt. Nach Berechnungen an und 
Versuchen rnit M~del lverb indungen~~~~ wurde vorgeschla- 
gen, daB die Verdrillung im Anregungszustand bevorzugt 
an derjenigen Doppelbindung erfolgt, die bereits im 
Grundzustand am wenigsten planar ist. Dies wird ein- 
driicklich durch Resultate rnit Etiobiliverdinen illustriert, 
deren Dipyrromethenon-Teilstrukturen aus sterischen 
Griinden durch N-Methylierung an den endstindigen Rin- 
gen aus der Ebene gedreht sind. Die betreffenden Sub- 
chromophore werden dementsprechend destabilisiert. Die 
Bestrahlung ergibt daher bereits in inerter Ldsung (E,Z,Z)- 
und (Z,Z,E)-lsomere, wobei jeweils selektiv nur die einem 
methylierten Ring benachbarte Doppelbindung rea- 
gie~-t[~~]. 

3.5. Die Aggregatbildung 

Die Tendenz von BVE zur Aggregatbildung (siehe Ab- 
schnitt 3.1) kann sich auf verschiedene Weise manifestie- 
ren. So vermag BVE, wie ubrigens auch BRE, starke Ad- 
dukte variabler Stochiometrie mit Losungsmitteln wie Te- 
trahydrofuran, Acetonitril und Milchsaureethylester zu bil- 
den['''. Eine weitere Art der Aggregierung ist aus den 
LIOAS-Resultaten in Figur 13 ersichtlich. Es wurde vorge- 
~chIagen[~'l, daB statische Unterdriickung der Bildung der 
(Z,E,Z)-Photoisomere durch Assoziation eines nichtidenti- 
fizierten Inhibitors rnit BVE im Grundzustand die Konzen- 
trationsabhangigkeit von a hervorruft ; eine Abweichung 
vom Lambert-Beer-Gesetz im Bereich der langwelligen 
Absorption tritt dabei nicht auf. Erst kurzlich lie13 sich 
nachweisen, da13 es sich um eine Assoziation von gleichen 
BVE-Molekiilen handeltr6'I. Wie aus Figur 14 hervorgeht, 
befindet sich das Emissionsmaximum von lop4 M BVE in 
Methanol bei etwa 735 nm. Seine Intensitat verringert sich 
mit zunehmender Verdunnung, und es sind eine Verschie- 
bung nach kurzeren Wellenlangen und zugleich das Auf- 
treten der bei hoheren Konzentrationen nicht sichtbaren 
Bande bei etwa 650 nm zu verzeichnen. Bei Konzentratio- 
nen von M ist die langstwellige Fluoreszenzbande 

686 Angew. Chem. 95 (1983) 670-689 



h [nml  
600 650 700 750 800 900 

17500 15000 12500 
B [cm-’] 

Fig. 14. Kotuentrationsabhangigkeit der Fluoreszenz von BVE in Methanol 
hei Raumtemperatur: A“‘=580 nm. Die StammlBsung (1.75 x M) wurde 
ohne Envarmung oder Ultraschall-Behandlung hergestellt. Die Maxima der 
Spektren sind normiert (681. 

verschwunden; es verbleiben jene bei 700 und 650 nm. 
Eine quantitative Erfassung der drei Emissionsbanden ist 
rnit einem groljen Fehler behaftet, da diese Messungen die 
Grenze der instrumentellen Empfindlichkeit erreichen. Es 
lieB sich dennoch mit ausreichender Sicherheit feststellen, 
dalj die Fluoreszenz um 700 nm, die dem gekriimmten Mo- 
nomer zuzuordnen ist, weitgehend unabhangig von der 
Konzentration ist. Die Banden der gestreckten Formen um 
650 und um 735 nm hingegen werden mit abnehmender 
Konzentration starker bzw. schwiicher. Es ist somit erwie- 
sen, dalj es sich bei der Assoziation urn eine Dimerisierung 
der gestreckten Z-syn.E(‘)-anti,Z-syn-Formen handelt. Die 
Anregungsspektren der in Figur 14 wiedergegebenen Fluo- 
reszenzen lassen mit zunehmender Konzentration erwar- 
tungsgemal3 eine deutliche Verbreiterung der beiden Ban- 
den erkennen, zusammen mit einer hypsochromen 
Verschiebung des Vis-Maximums von 635 nm nach etwa 
600 nm und einer bathochromen Verschiebung des UV- 
Maximums von 345 nm nach etwa 380 nm. 

4. SchluBbemerkungen und Ausblick 

Die heutige Kenntnis des konformativen Verhaltens so- 
wie der Photophysik und der Photochemie der Gallenpig- 
mente BRE und BVE stiitzt sich auf eine Vielfalt experi- 
menteller und theoretischer Studien, von denen in diesem 
Beitrag nur eine Auswahl beriicksichtigt werden konnte[821. 
Die Formenvielfalt in organischen Losungsmitteln und der 
unterschiedliche EinfluD von Medium, Temperatur und 
Konzentration auf die Komponenten - sowohl im elektro- 
nischen Grundzustand als auch im ersten angeregten Sin- 
gulettzustand - sind beiden Verbindungstypen gemeinsam, 
auch wenn in Details wichtige Unterschiede bestehen ma- 
gen. Es ist auch zu bedenken, dalj noch nicht alle Einzel- 
heiten verstanden werden. Die bisher ausfiihrlichste Unter- 
suchung ist an BVE unter Ergtinzung der statischen Spek- 
troskopiemethoden durch solche rnit mittlerer (LIOAS) so- 
wie groljtmoglicher ZeitauflBsung (PP und SPT) durchge- 
fiihrt worden. Sie ergibt ein schon recht vollst2[ndiges Bild 
der strukturellen und dynamischen Merkmale der diversen 
Komponenten, ihrer selektiven gegenseitigen Umwandlun- 

gen auf photochemischem und thermischem Weg, sowie 
der Natur und jeweiligen Bedeutung der Desaktivierungs- 
kanale der individuellen Singulettanregungszustande. 

Wie bereits in Abschnitt 1 erwahnt, diirfte allein schon 
das physikalische und (photo)chemische Verhalten der li- 
nearen Tetrapyrrole in vitro das relativ aufwendige spek- 
troskopische Studium dieser Verbindungen und die damit 
zum Teil verbundenen instrumentell-methodischen Ent- 
wicklungen (z. B. ta1*719 rechtfertigen. Die Resultate bestiiti- 
gen aber dariiber hinaus auch die Erwartung, daB sie eine 
Hilfe bei der Erforschung der molekularen Grundlagen 
biologischer Systeme mit solchen Pigmenten sind, eine 
Hilfe, auf die nicht venichtet werden kann. So war die 
Aufkliirung der anaeroben Photochemie von BR im Zu- 
sammenhang rnit der Neugeborenen-Gelbsucht und der 
Weiterentwicklung der Phototherapie dieser Krankheit 
von groljer Bedeutung. Auf den Wert der Riickschliisse aus 
Kurzzeitkinetik und Photochemie von BVE fur native Bi- 
liproteine wie Phytochrom und Phycocyanine ist schon 
k u n  in den Abschnitten 3.2 und 3.5 hingewiesen worden. 
Es ist rnit Sicherheit zu erwarten, dal3 Ergebnisse solcher 
Untersuchungen auch weiterhin‘”] zu der noch vie1 an- 
spruchsvolleren Aufklarung der Vorgiinge in den biologi- 
schen Systemen beizutragen vermbgen. Dies wird noch 
verstarkt zutreffen, wenn als Modellsubstanzen Dihydrobi- 
lindione verwendet werden, die den nativen Chromopho- 
ren der Biliproteine strukturell noch naher stehen. An Oli- 
gopeptide gebunden, wie man sie durch partiellen Prote- 
inabbau erhalt, lassen sie sich in Experimenten verwenden, 
die nach den bisherigen Erfahrungen rnit BVE in LGsung 
konzipiert sind, aber in noch naturngheren Medien (z.B. 
Membranen) ausgefiihrt werden. Es sind ferner auch ent- 
scheidende Fortschritte bei den in-vivo-Studien durch An- 
wendung der spektroskopischen Methoden zu erwarten, 
die nicht zuletzt auch im Zusammenhang rnit Arbeiten an 
den Tetrapyrrolmodellen entwickelt worden sind (z. B. 
LIOAS und SIT rnit Mehrkomponentenauflosung in ei- 
nem dynamischen Erfassungsbereich von > 3 Groljenord- 
nungen). 

Unsere hier zusammengefaJten Untersuchungen sind 
durch Zusammenarbeit mit Freunden und Kollegen an ande- 
ren Laboratorien erheblich bereichert worden, so mit Dr. W. 
Kufer und Professor H. Scheer, Universitat Miinchen, Dr. A .  
A .  Lamola. Bell Laboratories, Murray Hill, Professor D.  A .  
Lightner, Universitat von Nevada, Reno, sowie Dr. V. Sund- 
strom, Herrn k. Sandstrom und Dr. T. Gillbro, Universitat 
von Umeli. Die Untersuchungen waren aber vor allem nicht 
moglich gewesen ohne die Beitrage der Mitarbeiter des Miil- 
heimer Instituts, dem der mit diesem Beitrag gefeierte Jubi- 
lar als erster Direktor vorstand. Es sind dies unter anderem 
die Wissenschajiler Dr. H. Al-Ekabi, Dr. S .  Culshaw, Dr. R.  
M.  E M ,  Dr. H. Lehner, Dr. J.  I .  Matthews. Professor C. 
Nicolau, Dr. C. Pitrier. Dr. I.-M. Tegmo-Larsson, F’rofessor 
R.  G.  Weiss (wahrend seines Forschungsurlaubs von der 
Georgetown- Universitat) und J. Wendler. die technischen As- 
sistent(inn)en H.-J. Herbert, A .  Keil, G.  Koc, D.  Kref ,  W. 
Riemer, W. Schuster. V .  Seeling und G .  Wojciechowski so- 
wie die Mitarbeiter des Rechenzentrums und der elektroni- 
schen und feinmechanischen Werkstatten. 
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Turgorine, Hormone der endogenen Tagesrhythmik 
hoher organisierter Pflanzen - 
Nachweis, Isolierung, Strukturaufklarung, Synthese und Wirkung** 

Von Hermann Schildknecht* 

Professor Adorf Butenandt zum 80. Geburtstag gewidmet 

Die auffallendste Lebenserscheinung ist die Bewegung, die man auch bei hoher organisier- 
ten Pnanzen eindrucksvoll wahrnimmt, wenn durch eine Art ,,Flucht aus dem Raum" z. B. 
die Sinnpflanze nach Beriihrung platzlich ,,verschwindet", oder wenn alle Fiederblattchen 
einer Akazie abends sich paarweise so zusammenlegen, als wiirde der Baum ,,schlafen". 
Muskeln fur die Lageanderung ihrer Organe im Raum haben diese Pflanzen nicht. Anstelle 
der Kontraktion eines ,,primitiv" gebliebenen Actomyosinsystems wird bei dieser Bewe- 
gungsmechanik der hydrostatische Innendruck der Zellsaftvakuolen - der Turgor - in den 
Parenchymzellen der Bewegungsorgane oft drastisch und einseitig verringert. Kurzfristig 
und manchmal pliitzlich andert sich nach der Perception eines auDeren Reizes die Semiper- 
meabilitat der Plasmagrenzschichten und, vermittelt durch eine Reizleitung, auch des gan- 
Zen Symplasten eines vielzelligen pflanzlichen Organismus. Die Phytohormone, welche die 
molekulare Basis der hier diskutierten Bewegungsphysiologie bilden, sind isoliert und 
strukturell aufgeklart worden. Diese als Turgorine bezeichneten chemischen Agonisten der 
Phytodynamik losen die Blattbewegungen aus; dariiber hinaus steuern sie sehr wahrschein- 
lich auch, eventuell gemeinsam mit anderen Phytohormonen, die stomatare Transpiration 
uber den Mechanismus der Spaltoffnungen. Somit ennaglichen die Turgorine nicht nur 
eine Temperaturregulierung, sondern sogar ihren eigenen Transport im Saftstrom des 
PnanzenkUrpers. 

1. Zum Geleit 

Alexander der Grope hat auf seinen Feldziigen dem Ge- 
neralstab befohlen, die ,,Wissenschaftlichen Erkundigun- 
gen" - die ,,iozopiai", wie sie schon Jahrhunderte friiher 
von den Ioniern genannt wurden - sorgfiiltig niederzu- 
schreiben. Nachher wurden alle diese Berichte bei der 
Griindung des Weltreiches im Reichsarchiv zu Babylon ge- 
sammelt. Hier fertigte man auch fur die gelehrte Welt 
wichtige Ausziige an, die spater Anreiz und Grundlage fur 
Theophrasts groDartige ,,Pflanzengeographie" waren[*], in 
der er die botanischen Forschungen des Nexanderzuges 
umfassend und sachkundig verarbeitete und die ,,Physio- 

[*I Prof. Dr. H. Schildknecht 
Organisch-chemisches lnstitut der Univeaitat 
Im Neuenheimer Feld 270, D-6900 Heidelberg 

[**I F'flanzenabwehatoffe, 21. Mitteilung. - 20. Mitteilung: 1561. 

gnomie" und das ,,Verhalten" vor allem der Gewachse des 
Morgenlandes erstmals schilderte. Ganz besonders wid- 
mete sich Zkeophrust den Baumen mit gefiederten Blattern 
~ mit ihrem lichten Schatten - und beschreibt diese mit 
dem Wort TO n ~ ~ p u y 6 6 ~ ~ ~ ~ ' .  

Mimosa asperata L., die Sinnpflanze des Altertums, 
zeigt diese Blattform sogar zweifach. Wie Threophrast tref- 
fend sagte, ist es dadurch der wunderbaren Mimose von 
Memphis moglich, bei Beriihrung in sich zusammenzufal- 
len - sie vertrocknet! Nach einer Weile aber erholt sie sich 
und steht dann wieder in voller Kraftl4]. 

Damit hat Z'heophrast wohl zum ersten Ma1 ein pflanzli- 
ches Mimikry beschrieben, wovon es inzwischen weitere 
Beispiele bei den attraktiven Otchideen und den insekten- 
lockenden Pflanzen gibt"]. 

DaD die Griechen als vorzugliche Beobachter schon da- 
mals das Zusammenfallen und die nachfolgende Erho- 
lungsphase mit der Ab- bzw. Zunahme des Zelldruckes - 
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