Chemische Modifikation von Biopolymeren
durch Chinone und Chinonmethide

Von Martin G. Peter *

Chinone und Vorstufen, die oxidativ in Chinone und/oder Chinonmethide umgewandelt
werden kdnnen, sind in der Natur weit verbreitet. Als sekundire Naturstoffe wirken sie haufig
antibiotisch, cytotoxisch, aber auch pathogen, und eine Reihe von Pflanzen und Tieren benutzt
chinoide Substanzen als Abwehrstoffe, oft mit spektakuldrem Erfolg. Auf makromolekularer
Ebene spielen Chinonmethide im Pflanzenreich eine Schliisselrolle bei der Biosynthese von
Lignin, wihrend die Bildung von Melanoproteinen ein Beispiel fiir Reaktionen von o-Chino-
nen im Tierreich ist. Bei den Insekten dienen Chinone und Chinonmethide zur Bildung des
lebensnotwendigen Exoskeletts. Die Reaktivitit von Chinonen in biologischen Systemen hat
auch fiir den Menschen unmittelbare Bedeutung in pharmazeutischer, toxikologischer und
technologischer Hinsicht. Den Beispielen in diesem Aufsatz liegt ein gemeinsames Prinzip
zugrunde, ndmlich die chemische Modifikation von Biopolymeren durch Chinone und Chi-
nonmethide. Wie sich besonders bei einer detaillierteren Betrachtung der Reaktionen zeigt, die
zur Sklerotisierung der Insektencuticula fithren, sind in den letzten Jahren wichtige neue
Erkenntnisse hinzugekommen, die vor allem durch die modernen Methoden der Stofftrennung

und der Festkorper-NMR-Spektroskopie ermdglicht worden sind.

1. Einleitung

Chinone und Chinomethide sind ebenso wie ihre phenoli-
schen Vorstufen in der Natur weit verbreitet*). Sie zeigen oft
bemerkenswerte antibiotische, cytotoxische oder allergene
Wirkungen, so daB sie vielen Pflanzen'!* 3, marinen Orga-
nismen !, Pilzen' und Insekten [’ als vorteilhafte Verteidi-
gungsmittel dienen kénnen. Fiir den Menschen unmittelbar
niitzlich sind chinoide Verbindungen z. B. in der Medizin bei
der Chemotherapie bestimmter Tumoren oder in der Technik
bei der Chinongerbung des Leders. Wir kennen aber auch
unerwiinschte Wirkungen von Chinonen und ihren Vorstu-
fen, z. B. die mit der enzymatischen Briunung einhergehende
Qualititsminderung von pflanzlichen Nahrungsmitteln.
SchlieBlich sind einige Erkrankungen auf die Toxizitdt von
bestimmten phenolischen Xenobiotica oder sogar auf den
anomalen Metabolismus von endogenen phenolischen
Wirkstoffen, z. B. Catecholaminen, zuriickzufithren.

Auf molekularer Ebene beruhen die Wirkungen von chi-
noiden Verbindungen fast immer auf irreversiblen chemi-
schen Modifikationen von Biopolymeren. Wenn ein Chinon
als Xenobioticum wirkt, so resultiert daraus fiir das betroffe-
ne biologische System ein Nachteil. Reaktionen von Chino-
nen oder Chinonmethiden mit Biopolymeren konnen jedoch
vorteilhaft oder sogar lebensnotwendig sein, wenn sie zur
Konstruktion von makromolekularen Komplexen dienen,
wie die Biosynthese von Melanoproteinen in Tieren, Ligno-
polysacchariden in Pflanzen oder Sklerotinen in Insekten
zeigt.

Der vorliegende Aufsatz behandelt irreversible Reaktio-
nen chinoider Verbindungen in biologischen Systemen. Re-
versible primire Stoffwechselvorginge wie der Elektronen-
transport in der Atmungskette werden nicht diskutiert. Der
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Begriff ,,Chinoide* soll hier o- und p-Chinone sowie die bei
der Oxidation eines Diphenols auftretenden reaktiven Zwi-
schenstufen umfassen. Unsere gegenwdrtigen Ansichten
Uber Reaktionen von chinoiden Verbindungen in biologi-
schen Systemen griinden sich im wesentlichen auf Ergebnisse
der praparativen und mechanistischen Organischen Chemie,
die eine beeindruckende Vielfalt von Reaktionen und Rea-
gentien zur Herstellung von Chinonderivaten aufweist
(Ubersichten:[7 =10,

Versuche zur direkten Aufklarung der Mechanismen von
Reaktionen chinoider Verbindungen in biologischen Syste-
men fithrten nur selten zur eindeutigen Identifizierung der
Reaktionsprodukte. Der Grund liegt offensichtlich in der
Instabilitit der sich primér bildenden Zwischenstufen und
der Komplexitit der in Folgereaktionen daraus entstehen-
den Produktgemische. Diese Reaktionen kénnen unter phy-
siologischen Bedingungen nur schwer oder gar nicht kon-
trolliert werden. Anhand von Strukturen neuer Verbin-
dungen, die manchmal bei synthetischen oder mechanisti-
schen Untersuchungen aus komplexen Gemischen isoliert
wurden, lassen sich jedoch Vorstellungen iiber die zu sekun-
déren Produkten fithrenden Umwandlungen ableiten. Ne-
ben diesem klassisch orientierten Ansatz sind neuere Er-
kenntnisse vor allem aus Anwendungen moderner Metho-
den der Stofftrennung und Spektroskopie, insbesondere der
ESR-, Hochfeld- und Festkorper-NMR-Spektroskopie, ge-
wonnen worden.

Das Verstindnis der chemischen Grundlagen von Reak-
tionen chinoider Verbindungen in biologischen Systemen ist
eine wichtige Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer tech-
nischer Anwendungen oder die Verminderung von uner-
wiinschten Effekten dieser Substanzen. Dariiber hinaus erge-
ben sich oft neue Erkenntnisse iiber bedeutende Lebens-
prozesse. Ziel des vorliegenden Aufsatzes ist es, unser derzei-
tiges Wissen iiber das chemische Verhalten von Chinonen
und Chinonmethiden in biologischen Systemen zusammen-
zufassen. Damit soll die kritische Auseinandersetzung mit
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der Reaktivitdt von Chinoiden in biologischen Systemen sti-
muliert und ein Beitrag zur Kldrung einiger der noch offenen
Fragen geleistet werden. Der erste Teil gibt eine allgemeinere
Einfithrung in die Reaktivitit von Chinoiden, die mit einigen
Beispielen von naheliegender biologischer Relevanz illu-
striert werden. Im zweiten Teil folgt eine Betrachtung der
strukturellen Zusammenhinge in Komplexen von Polyphe-
nolen mit Biopolymeren. Daran schlieBt sich eine kritische
Wertung der chemischen Modifikationen einzelner funkti-
oneller Gruppen in Proteinen, Polysacchariden und Nu-
cleinsiuren sowie deren Korrelation mit biologischen Wir-
kungen an. SchlieBlich werden die Mechanismen der Sklero-
tisierung der Insektencuticula als besonders illustratives Bei-
spiel fiir die herausfordernde und faszinierende Komplexitét
von Chinon-Biopolymer-Wechselwirkungen in der Natur
diskutiert.

2. Grundlagen

2.1. Biologische Oxidation von Phenolen

Die Varianten der enzymatischen Oxidation von 4-Alkyl-
1,2-diphenolen und 4-Alkylmonophenolen zu Chinonen und
Chinonmethiden sind in Schema 1 zusammengefaf3tf*!' 2],
2-Alkyl-1,4-diphenole reagieren analog.
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Die Oxidation von Phenolen kann prinzipiell durch drei
Enzyme katalysiert werden: Tyrosinase (Monophenol-Mo-
nooxygenase; EC 1.14.18.1) bewirkt die Hydroxylierung ei-
nes Monophenols in der o-Position. Dieses Enzym hat auch
Diphenol-Oxidase-Aktivitit, wobei in einem Zweielektro-
neniibergang ein o-Diphenol zu einem o-Chinon oxidiert
wird. In Gegenwart von diamagnetischen Metallionen lassen
sich dabei ESR-spektroskopisch Semichinonradikale nach-
weisen!!* *#. Diese Radikale entstehen durch Kompropor-
tionierung eines o-Chinons mit {iberschiissigem Diphe-
nol!*3- 3. Sowohl o- als auch p-Diphenole werden durch
Diphenol-Oxidasen vom Laccase-Typ in Einelektroneniiber-
gingen oxidiert. Die Tautomerisierung eines Alkylchinons
fithrt schlieBlich zum entsprechenden Chinonmethid (Sche-
ma 1, Weg 3®).

Die durch Peroxidase (EC 1.11.1.7) katalysierte Oxidation
von Monophenolen mit H,O, liefert in einem Einelektro-
neniibergang Phenoxylradikale. Falls die Seitenkette eines
4-Alkylmonophenols ungesittigt ist und in Konjugation mit
dem Phenoxylradikal steht, gehért zu den moglichen Reso-
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nanzstrukturen ein p-Chinonmethidradikal. Wenn die Sei-
tenkette gesittigt ist, filhrt eine Radikalabstraktion zum
Chinonmethid (Schema 1, Weg ®)). Die Peroxidase/H,0,-
Oxidation von Diphenolen liefert ebenfalls Semichinonradi-
kale. Die entsprechenden Radikalanionen von o-Diphenolen
konnen ESR-spektroskopisch in Form ihrer Komplexe mit
divalenten Metallionen nachgewiesen werden!'3 6] Semi-
chinonradikale kénnen auch in Einelektronenreduktionen
von Chinonen mit Flavoenzymen, z.B. NADPH-Cyto-
chrom-P-450-Reduktase, entstehen. Die Reduktion von
Sauerstoff durch Semichinonradikale fithrt zu Superoxid-
Radikalanionen™ 7! Bei dem ebenfalls iiber Chinone vermit-
telten Elektronentransport von Superoxid zu Wasserstoff-
peroxid entstehen Hydroxylradikale!®l. Auf die Mechanis-
men der Proteinmodifikation durch die hoch cytotoxischen
und mutagenen Sauerstoffradikale!*®! soll in dieser Uber-
sicht nicht eingegangen werden.

Der dritte Weg (Schema 1, Weg (©) beschreibt die Bil-
dung von Chinonmethiden durch zunichst oxidative Ein-
filhrung einer Abgangsgruppe L in die Seitenkette und an-
schlieBende Elimination von HL. Im Zusammenhang mit
der Thematik des vorliegenden Aufsatzes ist diese Reak-
tionssequenz vor allem fiir den Metabolismus bestimmter
phenolischer Xenobiotica von Bedeutung. Er beginnt iibli-
cherweise mit einer Hydroxylierung (L = OH) unter Beteili-
gung von Cytochrom P-450.

Chinone kénnen unter physiologischen Bedingungen auch
in nichtenzymatischen Reaktionen entstehen. Die Autoxida-
tion eines Phenols filhrt zu einem Phenoxyl- oder einem Se-
michinonradikal. Das daraus durch Anlagerung von mole-
kularem Sauerstoff gebildete Chinolhydroperoxid zerfillt
unter anderem zum entsprechenden Chinon 2% 21],

Chinone und Chinonmethide sind elektrophile Spezies,
die Nucleophile vinylog addieren. Phenoxyl- und Semichi-
nonradikale kénnen zu Chinonmethiden umlagern oder
iiber phenolische Kupplungsreaktionen oligomerisieren. So-
wohl die nucleophile Addition als auch die oxidative pheno-
lische Kupplung sind fundamentale Prozesse bei der Polyme-
risation von Phenolen.

2.2. Nucleophile Addition

Die Michael-artige vinyloge Addition eines Nucleophils
an das o,B-ungesittigte Carbonylsystem eines Chinons ist
lange bekannt (Schema 2).
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Schema 2.

Primdrprodukt ist ein substituiertes Diphenol, das mit
iiberschiissigem Oxidationsmittel, z. B. dem Chinon, ein sub-
stituiertes ¢-Chinon liefert. Unter geeigneten Reaktionsbe-
dingungen schlieBen sich weitere Schritte an: Mit R = H ist
eine zweite Michael-Addition, gefolgt von der Oxidation
zum disubstituierten o-Chinon, denkbar. Nach Wanzlick!"!
bezeichnet man diese Reaktionssequenz als A-D-A-D, wobei
A fiir Addition und D fiir Dehydrierung steht. Schema 2 ist
auf p-Chinone entsprechend anzuwenden.

In biologischen Systemen vollzieht sich die nucleophile
Addition an Chinone und Chinonmethide gewdhnlich als
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spontane, d.h. nicht enzymkatalysierte Reaktion. In Biopo-
lymeren sind als nucleophile Gruppen Thiole, Thioether,
primédre und sekundire Amine sowie Hydroxygruppen der
Seitenketten von Polypeptiden vorhanden. Polysaccharide
enthalten iiberwiegend Hydroxygruppen, wihrend im Zu-
sammenhang mit Nucleinsduren zusitzlich an aromatische
Amine zu denken ist. Die biologische Relevanz von Schema
2 sei mit einigen Beispielen von Reaktionen, die zu struktu-
rell definierten Verbindungen gefithrt haben, illustriert.
Oxidiert man Dopa in Gegenwart von Cystein mit Tyrosi-
nase, so entsteht durch 1,4- und 1,6-Addition des Thiols an
Dopa-Chinon ein Gemisch der Cysteinyl-Dopa-Verbindun-
gen 1-41221 Diese sind wichtige Zwischenstufen der in Ab-
schnitt 3 ndher erlduterten Biosynthese von Phiomelaninen.
Das Hauptprodukt ist das durch 1,6-Addition entstandene
5-Cysteinyl-Dopa 1. Kalyanamaran et al.!?3! zeigten jedoch
ESR-spektroskopisch, daf bei der Oxidation von 4-Methyl-
brenzcatechin mit Periodsiure in Gegenwart von Zn*® bei
pH = 3 ausschlieBlich das korrespondierende 1,4-Addukt
entsteht. Die vinyloge Addition von Thiolen an 2-Methyl-
1,4-naphthochinon (Menadion) fithrt zu Semichinonradi-
kalen, die sich sogar in Abwesenheit spinstabilisierender
Metallionen ESR-spektroskopisch beobachten lassen 241,

HoN COZH
0oH
R c 2
COyH HN /N / NH
NH
2 COgH
R‘
14 5

1: R! = R? = H, R® = SCH,CH(NH®)CO0®
2:R! = R? = H, R? = SCH,CH(NH®)CO0Q®
3: R = SCH,CH(NH®)CO0®, R* = R* = H
4:R! = R? = SCH,CH(NH®)CO0®, R? = H

Das natiirlich vorkommende Adenochromin 5 ist biogene-
tisch mit Bis(cysteinyl)dopa 4 verwandt. Dieser Naturstoff
ist vermutlich eine Vorstufe der in Octopus vulgaris vorkom-
menden eisenbindenden Pigmente, der Adenochrome. Der
Abbau von Adenochromen ergab die ungewdhnliche Ami-
nosdure 5-Mercaptohistidin, die mit einer Dopa-Einheit ver-
kniipft ist 251

Thiole lassen sich auch an Chinonmethide addieren, wie
durch Isolierung des Cystein-Adduktes 6 an das aus 2,6-Di-
tert-butyl-4-methylphenol intermediir entstandene Chinon-
methid Giberzeugend nachgewiesen ist (Schema 3, vgl. Sche-
ma 1, Weg (©))128,

OH
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CH3z CH,OH CHySR

Schema 3.

Primére und sekunddre Amine addieren an Chinone ge-
maf der in Schema 2 gezeigten allgemeinen Reaktionsfolge
{Ubersichten: U+ 11y Dije Additionsbereitschaft des Amins
hdngt infolge seiner Basizitat stark vom pH-Wert des Reak-
tionsmilieus ab. Schon 1913 wurde beschrieben, dal3 Anilin
(pK, = 4.6) bereits in Eisessig an o-Benzochinon zum Bis-
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Additionsprodukt anlagert?”. Das Bis(anilino)benzochi-
non erhilt man auch in wiBriger Lésung, wenn Brenzcate-
chin bei physiologischem pH-Wert mit Tyrosinase oxidiert
wird 28 291 In Gegenwart von Zn?®-Tonen lassen sich ESR-
spektroskopisch Radikalanionen des Monoaddukts nach-
weisen 23,

Beispiele fiir die Addition von aromatischen Aminen an
die mit Alkylchinonen tautomeren Chinonmethide zeigt
Schema 4 (vgl. Schema 1, Weg ®)). Bei der Reaktion von 3-
oder 4-Aminophenol mit Menadion erhélt man neben den
klassischen Michael-Addukten 7 auch die Chinonmethid-
Addukte 8391,
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Schema 4.

Aliphatische Amine (pK, = 9—11) liefern bestenfalls unter
aprotischen Bedingungen A-D-A-D-Produkte in geniigen-
den Ausbeuten. Als klassisches Beispiel sei die Herstellung
von 4,5-Bis(dimethylamino)-1,2-benzochinon in wasser-
freiem Aceton angefiihrt!®!!, Analoge Reaktionsprodukte
sind neben Schiff-Basen nach Tyrosinase-katalysierter Oxi-
dation von 4-Methylbrenzcatechin in Gegenwart von B-Ala-
ninmethylester isoliert und spektroskopisch charakterisiert
worden 3],

Das bet der Oxidation von Dopamin entstehende o-Chi-
non kann zu 2,3-Dihydroindol-5,6-diol cyclisieren. Ein Ver-
gleich der bei elektrochemischer Oxidation in wéBrigem Puf-
fer bei pH = 7.4 beobachteten relativen Geschwindigkeit
dieser intramolekularen Addition mit den Geschwindigkei-
ten der intermolekularen Addition einiger Nucleophile an
Dopamin-Chinon fithrt zum folgenden aufschluBreichen Er-
gebnis!33: Die SH-Gruppe von Cystein reagiert ca. doppelt
so schnell wie die von Glutathion und ca. 200mal so schnell
wie Anilin. Die intermolekulare Addition dieses aromati-
schen Amins verlduft zehnmal so schnell wie die intramole-
kulare Cyclisierung von Dopamin, die ihrerseits doppelt so
schnell ist wie die intermolekulare Addition der Aminogrup-
pen von a-Aminosduren. Die Bevorzugung der intramoleku-
laren gegeniiber der intermolekularen Reaktion 148t sich
auch am System Dopa-Chinon/p-Benzochinon demonstrie-
ren?4],

Grundsitzlich hiervon verschieden ist die 1,2-Addition
von Aminen an eine Carbonylgruppe des chinoiden Systems.
So liefert die Umsetzung von 2,5-Dihydroxy-p-benzochinon
mit einigen biogenen Aminen in Ethanol die Tetrole 9751,
Histamin addiert unter diesen Bedingungen mit der primé-
ren Aminogruppe statt mit dem Imidazol-Stickstoff. Mit p-
Benzochinon und priméren Aminen erhilt man die iiblichen
2,5-disubstituierten Produkte in der A-D-A-D-Sequenz.

HO _ NHR
OH
HO
RHN" “OH
9

R = PhCH,CH,, p-HO-C,H,CH,CH,, 4-Imidazoly!-CH,CH,
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An die 1,2-Carbonyladdition schlief3t sich normalerweise
eine Dehydratisierung zu den korrespondierenden Schiff-
Basen an. Das aus der Kombination einer A-D-A-D-Se-
quenz mit einer Kondensation hervorgehende Reaktionspro-
dukt von o-Benzochinon mit Anilin im Molverhiltnis 1:3 ist
schon lange bekannt!?7 =29, Auch nach Umsetzung von ali-
phatischen Aminen mit o-Chinonen in Methanol!®%! oder
Eisessigt3?! lassen sich die entsprechenden Produkte 10 iso-
lieren; die Reaktionsmischungen sind in diesen Fillen jedoch
sehr komplex und die Ausbeuten entsprechend méaBig bis
auferst gering.

¥
e LN
S0
\rr ,Iq W
R R

10
R = Me, Et, nBu [36], CH,CH,COOCH,[32]

Schiff-Basen kénnen auch durch Tautomerisierung eines
A-D-Produktes, z. B. eines 4-Alkyl-5-amino-o-chinons (vgl.
Schema 2), zum korrespondierenden 2-Hydroxy-p-chinon-
imin entstehen. Bei den Schiff-Basen von aliphatischen Ami-
nen, insbesondere von a-Aminosduren, schlieft sich leicht
ein Strecker-Abbau an, bei dem das primédre Kondensations-
produkt zum Azomethin umlagert und dieses dann zum aro-
matischen Amin und dem korrespondierenden aliphatischen
Aldehyd hydrolysiert.

2.3. Heterocyclische Verbindungen aus Chinonen

Die Primérprodukte der Addition von Nucleophilen an
Chinone und Chinonmethide kénnen zu einer bemerkens-
wert groBen Zahl heterocyclischer Verbindungen weiterrea-
gieren. Diese Sekundérreaktionen sind — mit Ausnahme der
Bildung von Zwischenstufen bei der Biosynthese von Mela-
ninen (sieche Abschnitt 3) — im Zusammenhang mit der che-
mischen Modifikation von Biopolymeren in der Literatur
fast immer unberiicksichtigt geblieben. A priori 148t sich
jedoch nicht ausschlieBen, daB derartige Reaktionen in bio-
logischen Systemen allgemeinere Bedeutung haben. Im fol-
genden sei daher die Bildung von Heterocyclen aus Chino-
nen und Chinonmethiden anhand einiger moglicherweise
biologisch relevanter Beispiele kurz diskutiert (Ubersicht:
137,

Die Umsetzung von p-Benzochinon mit o-Aminopheno-
len in Eisessig fithrt zu 2-Aminophenoxazin-3-on und héher
kondensierten heterocyclischen Systemen!®®1, 2-Amino-
phenoxazin-3-on kann auch bei der Oxidation von 0-Amino-
phenol in biologischen Systemen entstehen, wie kiirzlich mit
menschlichen Erythrocyten gezeigt wurde!®%), Das Phenox-
azin-Grundgeriist liegt in Naturstoffen bei den Actinomy-
cin-Antibiotica und den Augenpigmenten von Insekten, den
Ommochromen, vor, deren biomimetische Synthese ebenso
gut untersucht ist wie die enzymatischen Schritte ihrer
Biosynthese (Ubersichten: [7-4%-411) Aus 2-Aminothiophe-
nolen entstehen analog die entsprechenden Phenothiazino-
ne [42,43]_

Phenoxazinone kénnen sich auch bei der Umsetzung von
o-Chinonen mit aliphatischen Aminen bilden. So fiihrt die
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Oxidation von Brenzcatechin in Fisessig in Gegenwart von
B-Alaninmethylester in niedriger Ausbeute zum N-Alkyl-
phenoxazinchinon 118321, Diese Reaktion verlduft offen-
sichtlich iiber ein N-Alkyl-o-aminophenol, das sich in einer
A-D-A-D-Sequenz an ein weiteres Molekiil o-Benzochinon
anlagert. Nach Umsetzung von o-Aminosduren mit 5-Me-
thyl-4-pyrrolidino-1,2-benzochinon in wéBrigem Methanol
isoliert man das Perchlorat 12141, In diesem Falle stammt
der Stickstoff offensichtlich aus einer Aminosdure, deren
Seitenkette in der Strecker-Reaktion abgebaut wird. Die Bil-
dung der Phenoxazin-Ringsystems erfolgt hier durch Kon-
densation eines o-Aminophenols mit den Carbonylgruppen

eines o-Benzochinons.
H3C Ny CHs
T XelX
CIRENNG D
10,2

12

COoMe

o
Siees

Das ungewohnliche Indol-Derivat 13 wurde in geringer
Ausbeute nach Oxidation von 4-Methylbrenzcatechin in Eis-
essig in Gegenwart von P-Alaninmethylester isoliert™*!. Ver-
mutlich wird der B-Alaninmethylester intermediir zum En-
amin dehydriert. Dieses addiert in einer Nenitzescu-artigen
Reaktion an 4-Methylbenzochinon. Nach vinyloger 1,4-N-
Addition eines weiteren Molekiils f-Aminoester folgen Cy-
clisierung und Desaminierung.

COoMe
Me /
0 N N
>R
0 { 0
COyMe
13 1%

Die Benzoxazole 14 entstehen als stabile Additions/Kon-
densationsprodukte aus hoher substituierten o-Chinonen,
z.B. 3,5-Di-tert-butyl-o-benzochinon, und primiren Ami-
nen des Typs R-CH,-NH, 4], [n diesen Fillen schlieBen sich
an die Bildung der Schiff-Base eine Umlagerung und eine
intramolekulare oxidative Cyclisierung an. Hier besteht eine
Analogie zu der Reaktion von 3,5-Di-zert-butyl-o-benzochi-
non mit a-Aminosdureestern zu den entsprechenden Benz-
oxazinonen™”, Glycinethylester lagert sich an 4-Methyl-o-
benzochinon unter Bildung der Benzoxazinone 15 und 16

an 48],
R OIO R Nl
es 0o,
R R

15 R = NHCH,COOEt 16

2-Alkylamino-p-benzochinone kénnen zu den Carbazolen
17 dimerisieren, die nach der Umsetzung von primdiren Al-
kylaminen™®! oder Glycinethylester “®! mit p-Benzochinon

beobachtet wurden.
RHN< £
Cr{0-on
N
o |

17
R = Alkyl, CH,COOEt

el
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3. Zur Struktur von Polyphenol-Biopolymer-
Komplexen

Natiirlich vorkommende Polyphenole haben grundsétz-
lich duBerst komplexe Strukturen. Umfangreiche Arbeiten
iiber Modellreaktionen, Abbauversuche und Studien zur
Biosynthese dieser Biopolymere fithrten zu zahlreichen Par-
tialstrukturen, aus denen sich Konstitutionsschemata wie
einzelne Fragmente eines Mosaiks ableiten lassen. Die darin
verborgenen Gesamtbilder sind jedoch noch nicht in allen
Einzelheiten erkennbar. Insbesondere wissen wir sehr wenig
uber die exakte Verkniipfung der meist heterogenen, in den
Polymeren statistisch verteilten Monomere. Eine umfassen-
de Darstellung des aktuellen Standes der Chemie von Poly-
phenolen liegt auBerhalb des Rahmens dieses Aufsatzes.
Dennoch wird es nitzlich sein, die wesentlichen Eigenschaf-
ten dieser Makromolekiile in Erinnerung zu rufen, bevor ihre
Wechselwirkungen mit anderen Biopolymeren diskutiert
werden. Tabelle 1 enthilt eine Zusammenstellung der wich-
tigsten natiirlich vorkommenden Polyphenole.

Tabelle 1. Klassifizierung von polyphenolischen Biopolymeren.

Polymer phenolisches Monomer Lit.
Eumelanin Dopa, Dopamin oder Noradrenalin ~ [50, 51}
Phiomelanin Dopa und Cystein 50,52}
Allomelanine stickstofffreie Catechole [50]
Lignin Methoxy{propyl)phenole [53,54]
Lignine von Pilzen Styrylpyrone [55]
Tannine brauner Algen Phloroglucin [56-58]
Kondensierte Tannine Flavanole [59,60]
Hydrolysierbare Tannine  Gallensdure und Glucose fo1]
Huminsiuren diverse [62]

Die Bindungen zwischen polyphenolischen Polymerisa-
tionsprodukten chinoider Vorstufen und anderen Biopoly-
meren, d. h. Proteinen, Polysacchariden und Nucleinsduren,
kommen grundsétzlich durch folgende Wechselwirkungen
zustande:

a) Abfangen von reaktiven Zwischenstufen (Chinonen, Chi-
nonmethiden oder Radikalen) auf einer beliebigen Stufe
des Polymerisationsprozesses. In diesen Féllen entstehen
kovalente Bindungen. Der Komplex aus Polyphenol und
einem anderen Biopolymer bildet sich entweder durch
Polymerisation eines phenolischen Haptens mit weiteren
Chinoiden oder durch Reaktion einer funktionellen
Gruppe, z.B. eines Proteins, mit einem im Polyphenol
vorhandenen reaktiven Zentrum.

b) Nichtkovalente Assoziation zwischen einem Biopolymer
und einem Polyphenol. Der makromolekulare Komplex
wird in diesem Fall liber eine Vielzahl von Wasserstoff-
briickenbindungen sowie elektrostatische und hydropho-
be Wechselwirkungen stabilisiert.

¢) Biopolymere kénnen natiirlich auch durch Kombinatio-
nen von kovalenten und nichtkovalenten Kréiften quer-
vernetzt werden.

Die Tyrosinase-katalysierte Oxidation von Tyrosin oder
Dopa fithrt zu dem duBerst heterogenen schwarzen Polymer
Eumelanin (siehe 1> 5% zur Begriffsdefinition von Melani-
nen und °3) zur aktuellen Diskussion des Mechanismus der
Melanin-Bildung). Als Zwischenstufe tritt 2,3-Dihydro-5,6-
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dihydroxyindol-2-carbonsdure auf, die ihrerseits durch in-
tramolekulare 1,4-Addition der a-Aminogruppe an das im
Dopa-Chinon vorhandene o-chinoide System entsteht. Ein
allgemein akzeptiertes Konstitutionsschema zeigt Schema
5050.511 Die im Polymer enthaltenen CN-, CC- und CO-Bin-
dungen werden durch Additionen entsprechender nucleo-
philer Gruppen an o-chinoide Systeme oder durch oxidative
phenolische Kupplungen gebildet. Bei der Polymerisation
entstehen durch partiellen Abbau von Indoleinheiten auch
Pyrrolcarbonsduren, die das Konstitutionsschema weiter
komplizieren. ESR-spektroskopisch lassen sich sowohl in
synthetischen als auch in natiirlichen Eumelaninen o-Semi-
chinonradikale nachweisen!6* ¢%, Chinonmethide werden
im Zusammenhang mit der Biosynthese von Eumelanin
nicht als reale Zwischenstufen in Betracht gezogen.

Schema 5.

Bekanntlich polymerisieren auch tyrosinhaltige niedermo-
lekulare Peptide unter Einwirkung von Tyrosinase!®®). In
Abhingigkeit von der Position des Tyrosinrestes in der Ami-
nosduresequenz treten dabei UV-spektroskopisch unter-
scheidbare Zwischenstufen auf: Ein N-terminaler Tyrosin-
rest wird zum Dopachrom-Typ oxidiert, wihrend die Posi-
tionierung innerhalb der Sequenz oder am C-Terminus das
UV-Spektrum eines N-Acyl-Dopa-Chinons (d.h. eines o-
Chinons) liefert. Im Gegensatz zu den aus freiem Tyrosin mit
Tyrosinase entstehenden unldslichen Eumelaninen sind die
durch Oxidation von tyrosinhaltigen Peptiden erzeugten Po-
lymere wasserloslich.

Natiirlich vorkommende Eumelanine sind stets mit Pro-
teinen verkniipft. Die Tyrosinase-katalysierte Oxidation von
Dopa fiihrt in Gegenwart von Proteinen zu Reaktionspro-
dukten, die nach saurer Hydrolyse Cysteinyl-Dopa lie-
fern!®7!. Ito et al. zeigten kiirzlich, daf} auch bei Behandlung
von Proteinen mit Tyrosinase peptidgebundene 5-Cysteinyl-
Dopa-Einheiten entstehen 8], Der Mechanismus dieser Re-
aktion ist als enzymkatalysierte Hydroxylierung von Tyro-

Angew. Chem. 101 (1989) 572-587



sinresten zu Dopa-Resten, gefolgt von Oxidation zum
korrespondierenden o-Chinon und nucleophiler Addition
von peptidgebundenem Cysteinyl-SH zu verstehen (Sche-

Oxidiert man 3,6-Dihydroxyindol mit Tyrosinase in Ge-
genwart von Glutathion, so erhilt man das Addukt 20173,
Das Tetrahydrothiazinoindol 21 wurde aus Produktgemi-

ma 6). schen der Reaktion von Dopachrommethylester mit Cy-
steinethylester oder Glutathion isoliert!’*. Diese bemer-

HS—-Cys kenswerten Resultate lassen vermuten, dal3 die kovalente
Verkniipfung von Cysteinyl-SH mit Melaninen bei der Bio-

synthese von Melanoproteinen nicht nur auf der Stufe des

\ HO NI
Hom >~ Protein Tyrosinase m \/Protem
— —_—
HO co . . .
co Dopa-Chinons, sondern auch auf der Ebene von indoli-

i schen, eventuell sogar oligomeren Zwischenstufen erfolgen
fo]

HS—Cys

kann.

Die enzymatische Oxidation von stickstofffreien Catecho-
len fiihrt zu dunklen Polymeren, den Allomelaninen. Hin-
sichtlich deren Struktur ist lediglich bekannt, dal die
Monomere itber CC- und CO-Bindungen verkniipft sind
(Ubersicht: [5°). Allomelanine kénnen sowohl durch Mi-

S-Cys HS~Cys

Hom >~ Protein ’O\ NH \/Protein
-—
HO co 0 co

Schema 6.

Diese Ergebnisse fithren zu dem Schluf3, daB die Biosyn-
these von Melanoproteinen iiber Michael-artige 1,6-Addi-
tionen von Cysteinyl-SH an Dopa-Chinon verlduft, das
durch Oxidation sowohl von freiem als auch von peptidge-
bundenem Tyrosin entstehen kann.

Allgemein wird angenommen, dal3 die Konstitution von
Dopamin-Melanin der des Dopa-Melanins dhnlich ist. CP/
MAS-*3C-NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten
jedoch kiirzlich, daBl das Polymer von Dopamin hohe Antei-
le an aliphatischen C-Atomen enthdlt und infolgedessen
weitgehend aus Dihydroindol- und Dopamin-Einheiten auf-
gebaut sein muB 691,

Die Oxidation von Dopa fiihrt in Gegenwart von Cystein
zu den braunen Phdomelaninen. Prinzipielle Zwischenstufen
sind hierbei die Cysteinyl-Dopa-Derivate 1-4 und die Dihy-
drobenzothiazine 18 und 19, die aus der intramolekularen
Cyclisierung von 1 bzw. 3 zum entsprechenden o-Chinon-
imin hervorgehen 21, Offensichtlich ist hierbei die Bildung
der Schiff-Base und deren Reduktion durch iiberschiissiges
Diphenol gegeniiber der intramolekularen 1,4-Michael-Ad-
dition bevorzugt. Neuere !*C-NMR-spektroskopische Un-
tersuchungen lieferten Hinweise dafiir, daB bei der Polymeri-
sation von 5-Cysteinyl-Dopa die Seitenketten der Dopa- und
Cystein-Einheiten teilweise abgebaut werden 7%,

R
R2 S
ﬁ]\COZH
OH
18: R! = H, R? = CH,CH(NH®)CO0°®
18.19 19: R! = CH,CH(NH$)COO®, R? = H

Die Grenze zwischen Eumelaninen und Phiomelaninen ist
anhand von biosynthetischen oder strukturellen Kriterien
nicht eindeutig definierbar. 5-Cysteinyl-Dopa ist zwar ein
schlechtes Substrat fiir Tyrosinase, die enzymatische Oxida-
tion wird jedoch durch Dopa beschleunigt. Daher lassen sich
Dopa und 5-Cysteinyl-Dopa enzymatisch oxidativ copoly-
merisieren, wobei die relativen Anteile der monomeren
Edukte mit den Schwefelgehalten der Polymere korrelie-
ren!7!1, Derartige Mischpolymere kénnen ESR-spektrosko-
pisch charakterisiert werden 72!,
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chael-Addition von H,O als auch durch Anlagerung pheno-
lischer Hydroxygruppen von nicht oxidiertem Edukt entste-
hen, wie die Struktur des nach Oxidation von Brenzcatechin

- Glu

Et0,C
S 2 "s
LD ke OO
HO N HO N" "CO2CHs o 0
20 21 22

isolierten Dibenzodioxinchinons 22 nahelegt!”%!. Eine pri-
parative Synthese von 22 wurde kiirzlich von Fugster et
al. U781 mitgeteilt. Das Dibenzodioxin-Ringsystem kommt in
der Natur bei den Ecklonochinonen vor!78!. Die Polymerisa-
tion von Catecholen kann auller iiber nucleophile Additio-
nen auch iiber radikalische Phenolkupplung erfolgen. In ei-
nigen Allomelaninen ist Stickstoff enthalten, der héchst-
wahrscheinlich aus Aminosdureresten von Proteinen
stammt!3%). Die Anwesenheit von Stickstoff ist jedoch kein
sicheres Indiz fiir die Verkniipfung von Allomelaninen mit
intakten Aminosdureresten, da diese in der Strecker-Reak-
tion abgebaut werden koénnen (vgl. Formel 12).

Wie heute aufgrund der klassischen Arbeiten Freuden-
bergs'®* bekannt ist, entstehen Lignine durch Polymerisa-
tion von p-Hydroxy-m-methoxyphenylpropyl-Einheiten.
Der primédre Peroxidase-katalysierte Einelektronenentzug
fiihrt von diesen Phenolen zunéachst zu Phenoxyl- und p-Chi-
nonmethidradikalen (vgl. Schema 1, Weg (®)). Deren Poly-
merisation resultiert in einer auflerordentlich groflen Zahl
von Bindungstypen, von denen einige in Schema 7 dargestellt
sind[*4). Lignine enthalten keinen Stickstoff.

In den Tanninen von braunen Meeresalgen sind Phloro-
glucin-Einheiten tiber CC- und CO-Bindungen miteinander
verkniipft!®”-*®) Die Biosynthese dieser Polyphenole ver-
lauft wahrscheinlich iiber oxidative Kupplungen von Phen-
oxyl- und Arylradikalen. Es ist vorstellbar, daB die Phenole
auch mit Tyrosinresten von Proteinen kuppeln, so daB kova-
lente Bindungen zwischen Polyphenolen und Polypeptiden
entstehen. Tatsdchlich enthalten die hochmolekularen Al-
gentannine wechselnde Mengen Stickstoff1*®1, Schwefe] wur-
de in Form von Sulfatgruppen nachgewiesen %!, Oligomere
Phloroglucine kommen auch in einigen Farnen vor!””), wo-
bei ein prinzipieller Strukturunterschied zu den Algentanni-
nen darin besteht, daB die Monomere hier iiber Methylen-
briicken miteinander verkniipft sind.
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O OMe
R OMe
‘/O OMe
0. OH

Schema 7. R = H, OMe

Pflanzliche Tannine teilt man iiblicherweise in zwei Grup-
pen ein: die hydrolysierbaren und die kondensierten Tanni-
ne. Die Vertreter der ersten Gruppe sind aus Glucose und
radikalisch oligomerisierten Gallensiiuren aufgebaut!®!, die
kondensierten Tannine bestehen dagegen aus 3- und 4-Hy-
droxyflavanolen. Aufgrund der von Roux und Ferreiral®”
durchgefiihrten eleganten biomimetischen Synthesen von
oligomeren Flavanolen ist anzunehmen, dal} deren Polyme-
risation zu den Tanninen iiber Carbenium-Ionen oder iiber
Chinonmethide fuhrt (Schema 8).

+H®

Dimer

Schema 8. R = H, OH
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Komplexe aus pflanzlichen Tanninen und Proteinen sind
insbesondere aufgrund ihrer Bedeutung in der Ledergerbung
und ihrer unerwiinschten Effekte auf die Qualitit von
pflanzlichen Nahrungsmitteln intensiv untersucht worden.
Eine iltere, recht umfassende Ubersicht gibt das klassische
Buch von Gustavson!’®. Nach weit verbreiteter Ansicht be-
ruht die Assoziation beider Gruppen von Tanninen mit Col-
lagen auf nichtkovalenten Wechselwirkungen. Eine maxi-
male Bindung wird im pH-Bereich 3-5 beobachtet, was auf
ionische Wechselwirkungen positiv geladener Seitenketten
von Lysin- und Argininresten mit sauren Gruppen der Tan-
nine hinweist!’?%. Starke Bindungen findet man jedoch auch
in Komplexen von Tanninen mit synthetischen Polyamiden,
Polyvinylpyrrolidonen oder Polykondensaten aus Harnstoff
mit Formaldehyd, die keine basischen Funktionen enthal-
ten. In diesen Fallen miissen die Komplexe iiber Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen polyphenolischen Hydroxy-
gruppen und Amid-Carbonylgruppen stabilisiert werden.
Mit kondensierten Tanninen beobachtet man eine
Denaturierung von Proteinen nur bei einem Polymerisa-
tionsgrad > 6!8%. Quantitative Untersuchungen iiber rever-
sible, nichtkovalente Protein-Polyphenol-Wechselwirkun-
gen wurden erst kiirzlich verdffentlicht 811,

Mit chaotrophen Agentien, z.B. 8 M Harnstofflésung, las-
sen sich die Komplexe aus hydrolysierbaren Tanninen und
Collagen aufbrechen, wihrend kondensierte Tannine nicht
vollstindig von Proteinen abgetrennt werden kdnnen. Wahr-
scheinlich existieren in diesen Komplexen auch kovalente
Bindungen, die rein hypothetisch durch Abfangen des im
Sauren aus Proanthocyanidin entstehenden Chinonmethids
23 durch nucleophile funktionelle Gruppen des Proteins ent-
stehen kénnen (Schema 9)82), Diese Interpretation wird da-

Schema 9. R = H, OH

durch untermauert, dal UV-spektroskopisch die Bildung ei-
nes Chinonmethids aus 4,7-Flavandiol in saurer Losung
nachgewiesen und ein Addukt mit Thiophenol isoliert wer-
den konnte®*!. Natiirlich kann auch das korrespondierende
Carbenium-Ion als reaktive Zwischenstufe auftreten. Eine
Abfangreaktion von flavanoiden Chinonmethiden bzw. Car-
benium-Tonen mit Sauerstoff- oder Stickstoff-Nucleophilen
ist bisher nicht bekannt.
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Die Huminsduren sind wohl die kompliziertesten polyphe-
nolischen Biopolymere. Thre Chemie und Biochemie ist in-
formativ in einer umfassenden Monographie dargestellt[®,
Sie entstehen unter anderem aus anderen polyphenolischen
Polymeren und enthalten auch die fiir Proteine typischen
Heteroelemente. Huminstoffe werden manchmal als End-
produkte von Biomaterialien im Boden bezeichnet.

4. Reaktionen von funktionellen Gruppen in
Biopolymeren mit Chinonen und Chinonmethiden

In Abschnitt 3 haben wir biologisch wichtige makromole-
kulare Komplexe aus Polyphenolen und anderen Biopoly-
meren unter dem Aspekt der molekularen Verkniipfung der
Komponenten betrachtet. Im folgenden soll nun die biolo-
gische Wirkung von Chinoiden mit Strukturverdnderungen
zelluldrer Bestandteile korreliert werden.

4.1. Reaktionen von Thiolen und Sulfiden

Im wiBrigen Milieu der Zelle sind die stirksten Nucleo-
phile Cystein-SH-Gruppen. Reaktionen von Cystein mit
einer Reihe von Chinonen wurden zuerst von Mason und
Peterson'®* UV-spektroskopisch untersucht, um Erkennt-
nisse iiber die Biosynthese von Melanoproteinen zu gewin-
nen. Ahnliche Versuche wurden spiter von Pierpoint 185! mit
Chlorogen- und Kaffeesdure beschrieben. Der erste Struk-
turbeweis eines Additionsproduktes von Cystein an ein enzy-
matisch erzeugtes o-Chinon gelang aber erst viel spiter nach
Isolierung der isomeren Cysteinyl-Dopa-Derivate 1-4 durch
Ito und Prota'??, Inzwischen liegen auch zahlreiche Berichte
iber Thiol-Additionen von Peptiden, insbesondere Gluta-
thion, vor, wobei eine Reihe von Chinoiden entweder in vivo
oder in vitro als Michael-Acceptoren wirken kénnen.

Ostradiol wird mit Tyrosinase zu einem Gemisch von
2,3,17- und 3,4,17-Ostratriol oxidiert, wobei in Gegenwart
von Zn*® Semichinonradikale beobachtbar sind!*3!. Diese
,,Catecholdstrogene* liefern Semichinonradikale auch bei
der Autoxidation in alkalischer Losung oder bei Einwirkung
von Peroxidase/H,0,. Die Cytotoxizitit von Catecholdstro-
genen beruht vermutlich entweder auf der Bildung von Semi-
chinonradikalen oder auf der Oxidation zum o-Chinon. Das
3,4-Catechol ist wahrscheinlich stirker cytotoxisch als das
2,3-Catechol. Die mehrfach beschriebene Bindung von 17-
Ethinyl-2,3,17-6stratriol an Rattenlebermikrosomen ist ver-
mutlich auf eine Addition von proteingebundenen SH-
Gruppen an das korrespondierende 3,4-0-Chinon zuriick-
zufiihren 861,

Das Analgeticum 4'-Hydroxyacetanilid (Paracetamol) 24
kann in hoher Dosierung bei Sdugetieren Lebernekrosen
ausldsen. Als Ursache fiir die Cytotoxizitit wird der Meta-
bolismus von 24 zu N-Acetyl-p-benzochinonimin 25 und
dessen Hydrolyse zu p-Benzochinon angesehen (Schema 10).
Die Oxidation von 24 wird durch eine von Cytochrom P-450
abhiingige Monooxygenase!®”! oder auch durch Prosta-
glandin-H-Synthetase®# katalysiert. In vitro LiBt sich ein
Addukt aus 25 und Glutathion nachweisen ®7-#8!, Wenn der
Vorrat der Zellen an Glutathion erschépft ist, bindet 25 ver-
mutlich kovalent an Proteine. Neben der SH-Addition findet
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unter physiologischen Bedingungen eine weitgehende Poly-
merisation von 25 statt.

HO
HNAc N Ac N Ac 0
Cyt. P-450 Hp0
—_— B _
HO HO o 0
24 25
Schema 10.

Der Austausch der Hydroxygruppe von 24 gegen eine
Ethoxygruppe fithrt zu dem ebenfalls analgetisch wirksamen
Phenacetin 26. Dieses ist im Unterschied zu 24 schwach car-
cinogen; als Ursache hierfiir wird die Bildung des Nitreniu-
m-lons 27 statt des p-Chinonimins 25 diskutiert#* (Schema
11).

HN Ac N Ac
e
OEt OEt
26 27

Schema 11.

Die antitumorale Wirkung von Daunomycin 28 und ver-
wandten Anthrachinon-Antibiotica wird auf eine Intercala-
tion in DNA, Quervernetzung von Doppelstrdngen und In-
duzierung von Einzelstrangbriichen - entweder durch
Sauerstoffradikale oder nucleophile Additionen — zuriickge-
fithrt (Ubersicht: ). Die Hypothese einer chemischen Mo-
difikation von Biopolymeren durch nucleophile Addition
wird durch Isolierung der Produkte 30 in Modellreaktionen
gestlitzt. Reaktive Zwischenstufe ist dabei wahrscheinlich
das durch Elimination der Zuckereinheit aus dem enzyma-
tisch reduzierten Anthrachinon entstehende Chinonmethid
29 (Schema 12)t°1,

+2¢8
-Dau-0H

30

Schema 12. Dau = 1-$-3-Amino-2,3,6-tridesoxy-L-lyxohexosyl;
R =CH,CH(NHCOCH;)COOH bzw. 1-f-p-Glucosyl.

Einige Cysteinyl-Dopa-Verbindungen und Cysteaminyl-
phenole sind selektiv cytotoxisch und hemmen das Wachs-
tum bestimmter Tumoren®?, Man vermutet, daf3 diese bio-
logische Wirkung darauf beruht, daB das chinoide Oxida-
tionsprodukt (z.B. von 1) mit SH-Gruppen von Enzymen
der DNA-Biosynthese reagiert.
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Das Glutaminyl-Derivat 31 kommt im Pilz Agaricus bi-
sporus vor3, Die enzymatische Oxidation von 31 fithrt zum
o-Benzochinon 32 (Schema 13), das ein wirksamer Hemm-
stoff von SH-abhingigen Enzymen des Elektronentrans-
ports ist’®3 und antineoplastische Aktivitit in Melanomzel-
len von Miusen zeigt®4.

OH

K1) 32
Schema 13.

Eine verwandte Pilzart, 4. xanthoderma, enthilt das unge-
wohnliche Phenylhydrazin-Derivat 33 neben 4-Diazocyclo-
hexadienon!®%). Extrakte dieses Pilzes haben eine ausgeprig-
te antibiotische und cytotoxische Aktivitét.

@
NN co?

H

33

Die Oxidation von 4-(Dimethylamino)phenol durch Oxy-
hdmoglobin bewirkt den Verlust von Cystein- und Histidin-
resten des Proteins°%). Man nimmt an, daB der Cystein-93f-
Rest des Himoglobins an das korrespondierende p-Chi-
noniminium-Ion addiert. Autoxidation des Addukts und
nachfolgende Hydrolyse fithren zum substituierten p-Chi-
non, das nun Histidin-146B des Hamoglobins anlagert
(Schema 14). Die Struktur des Addukts ist nicht eindeutig
nachgewiesen; die Hypothese wird jedoch durch partiellen
Abbau des chemisch modifizierten Himoglobins mit Trypsin
und nachfolgende Aminosdureanalyse gestiitzt.

~ ~B_- ~
N N N
Hb*0, His-146(3-Hb-Cys-93p

—_— —_— S

HO 0 HO /
Cys

e
His—1468—Hb

-

His HO / 0 /
Cys
Cc
™~ Ho = . e
His—146p—Hb
Schema 14.

Der anomale Metabolismus von Catecholaminen im Ge-
hirn kann zu schweren Neuropathien fithren. Man vermutet,
daB dabei kovalente Modifikationen von Proteinen in cate-
cholaminergen Neuronen eine Rolle spielen!®®), Nach in-vi-
tro-Oxidation des dulerst neurotoxischen 6-Hydroxydop-
amins in Gegenwart von Glutathion wurde 6-(2-Amino-
ethyl)-2,3,5-trihydroxyphenylglutathion isoliert. Das gleiche
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Addukt erhilt man auch im Tierversuch, so dal3 der vorge-
schlagene Mechanismus plausibel erscheint®7).

Methioninreste von Proteinen addieren sich im sauren
pH-Bereich mit den Sulfidgruppen vinylog an o-Benzochi-
non. Diese Reaktion kann bei der Untersuchung von Pro-
teinstrukturen, insbesondere der pH-Abhédngigkeit von Kon-
formationen, niitzliche Dienste leisten!®®. Indirekte
Hinweise fiir die 1,4-Addition von N-Acetylmethionin an
o-Benzochinon®®! und Dopa-Chinon!' %! ergaben sich bei
UV-spektroskopischen Untersuchungen, wobei die Struktu-
ren 34 bzw. 35 vorgeschlagen wurden. Bei physiologischem
pH-Wert findet die Sulfid-Addition an Chinone aber offen-
bar nicht statt?*),

Rl R2

OH
ol X
Hozc/k/\? OH

CH3

34,35

34:R'=Ac,R?2=H
35: R' = H, R? = CH,CH(NH®)C00®

Analog wird anscheinend auch die seltene Aminosdure
Selenomethionin (Ubersicht: ['°) an o-Benzochinon ad-
diert. Die Struktur des in 1 N HCI gebildeten Produkts wurde
entsprechend 34 (Se statt S) formuliert!%2,

4.2. Reaktionen von Aminogruppen

Die Peroxidase/H,0,-katalysierte Oxidation von Conife-
rylalkohol bei pH = 7.5 fithrt in Gegenwart von 36 zum
Einbau des aromatischen Amins in das synthetische Li-
gnin!1°% Die Copolymerisation verlduft laut *H- und 3C-
NMR-Sepktren iiber das in Schema 15 gezeigte Chinonme-
thid 37.

CHo0H
c
L ¢
NHz  CH,OH
36 QU
OCH3
OCH3
(o
37

Schema 15.

Es ist leicht vorstellbar, daB die in Nucleinsduren beson-
ders hiufig vorkommenden heteroaromatischen Amine an
Chinone oder Chinonmethide addieren konnen. Erstaunli-
cherweise wurden aber entsprechende Produkte bisher nicht
isoliert. Es sei an dieser Stelle erwdhnt, dafl das Antitumor-
Antibioticum Mitomycin C eine Quervernetzung von DNA
iiber Guaninreste bewirkt. Der kiirzlich in einer Modellreak-
tion entdeckte, in Schema 16 wiedergegebene Mechanismus
zeigt jedoch, daB3 die Quervernetzung iiber Iminium-Ionen
und nicht iiber die zuvor postulierten Chinonmethide ver-
jdufttios,

Eine andere Gruppe von biologisch aktiven chinoiden Na-
turstoffen soll ebenfalls hier erwdhnt werden, obwohl ihre
Wirkungsweise noch nicht aufgeklirt ist. Die sesquiterpenoi-
den Monoaminochinone 38 und 39 wurden aus dem Meeres-
schwamm Dysidea avara isoliert'°%, Sehr wahrscheinlich
entstehen sie als Artefakte bei der Extraktion aus Avarol 40.
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Schema 16.

Sowohl Avarol 40 als auch die Aminochinone 38 und 39
beeintrichtigen die Entwicklung von Seeigeleiern. Verwand-
te Verbindungen mit cytotoxischer und antimikrobieller Ak-
tivitdt kommen auch in Schwdmmen der Spezies Smenospon-
gia vor106],

Rl
o) R2 HO
0 O

40

OH

38.39

38: R' = H, R? = NHCH,
39:R!= NHCH,, R? =H

Aliphatische Amine (pK, = 9-11) gibt es in biologischen
Systemen in groBer Vielfalt. Primire Amine sind in Form
von Catecholaminen, e-Aminogruppen von freien und pep-
tidgebundenen Lysinresten sowie a-Aminogruppen von
freien und N-terminalen peptidgebundenen Aminosduren
vorhanden. Sekundire Amine sind durch N-terminale Pro-
lin- und Hydroxyprolinreste reprisentiert; die Imidazol-
gruppe von Histidin (pK, = 6.05) nimmt eine Zwischenstel-
lung zwischen aliphatischen und aromatischen Aminen ein.

Reaktionen von Aminosduren und Proteinen mit enzyma-
tisch erzeugten Chinonen fiihren gewdhnlich zu komplexen
Gemischen, die noch nicht in die einzelnen Komponenten
getrennt werden konnten. Sie wurden jedoch eingehend
UV-184 831 ynd neuerdings ESR-spektroskopisch {23! unter-
sucht. Mason und Peterson'®*! fanden, da Amide, Harn-
stoff- und Guanidin-Gruppen, 3-substituiertes Indol und 4-
substituiertes Imidazol sowie Serin-OH nicht mit einigen
enzymatisch in situ erzeugten o-Chinonen reagieren. Die
UV-Spektren deuteten jedoch auf eine Reaktion mit primé-
ren und sekundéren aliphatischen Aminen und Thiolen hin.
Zu éhnlichen Resultaten kam Pierpoint'8%), der die UV-
Spektren von Gemischen aus Phenol-Oxidase, Aminosduren
und Chlorogen- oder Kaffeesdure als Indiz dafiir wertete,
daB primdre Aminogruppen von o-Aminosiuren und die
e-Aminogruppe von Lysin addiert worden waren.

ESR-Spektren von Reaktionsgemischen aus N-Acetyl-
dopamin, primdren Aminen und Tyrosinase liefern bei phy-
siologischem pH-Wert unter Bedingungen der Spin-Stabili-
sierung mit Zn2®-lonen keinen Hinweis auf die Bildung von
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D-A-Produkten ', Kalyanamaran et al.'*3! gelangten auf-
grund dhnlicher Versuche zu folgendem Schluf}: a-Amino-
sduren liefern 1,4-Additionsprodukte bei pH > 8; Lysin und
Histidin addieren mit der a-Amino- statt der e-Aminogruppe
oder des Imidazol-Stickstoffs. Die sekundidre Aminofunk-
tion von Hydroxyprolin addiert bereits bei physiologischem
pH-Wert, wihrend die N-Termini von Peptiden aufgrund der
mit steigender Kettenlinge einhergehenden Abnahme der
Basizitdt sogar im schwach Sauren reagieren. Die N-Addi-
tion von Prolin an 4-Methyl-o-benzochinon wurde bereits
vor 40 Jahren von Jackson und Kendal''°” im Zusammen-
hang mit der Untersuchung eines violetten Pigments disku-
tiert, das autoxidativ in Rohextrakten aus Pilzen oder Kar-
toffeln entsteht. Weaver et al.®3) fithren diese Farbe
allerdings auf die Bildung von y-Glutaminyl-3,4-benzochi-
non zuriick.

Der allergene Wirkstoff von giftigem Efeu (Toxicodendron
radicans, Anacardiaceae) ist das aus einem Gemisch der 3-
Hexadec(en)yl- und 3-Pentadec(en)ylbrenzcatechine 41 be-
stehende Urushiol. Wiederholter Kontakt mit der Pflanze
fithrt zur schweren allergischen Dermatitis. Man nimmt an,
daB die Toxizitdt von Urushiol auf der Oxidation der Brenz-
catechine zu den o-Chinonen beruht, wobei die pharmakolo-
gische Wirkung durch die lipophilen Seitenketten verstirkt
wird. Auf molekularer Ebene soll die Addition von Mercap-
to- und Aminogruppen an das o-Chinon geméal3 Schema 2
zur chemischen Modifikation von Serumproteinen und da-
mit zu deren Umwandlung in Antigene fiithren. Diese Hypo-
these wurde indirekt durch Isolierung entsprechender Addi-
tionsprodukte in Modellversuchen!!°®! sowie in Studien zur
Bindung von vermutlich o-chinoiden Oxidationsprodukten
einiger Alkylbrenzcatechine an Proteine 1 °%1 bestitigt. Wenn
man y-Globulin auf eine Sdule, die mit Chinon imprégnier-
tes Celite enthélt, auftrdgt und anschlieB3end eluiert, so beob-
achtet man eine teilweise irreversible Retention des Pro-
teins1%%1. Der gebundene Anteil ist dann besonders hoch,
wenn das Chinon durch Oxidation von 3-Pentadecylbrenz-
catechin erzeugt wurde. Mit 4-, 5- oder 6-Methyl-3-pentade-
cylbrenzcatechin als Ausgangsmaterialien findet man gerin-
gere Bindung, wihrend die Anwesenheit von mehr als einer
Methylgruppe, z. B. in 4,5-Dimethyl- oder 4,5,6-Trimethyl-
3-pentadecyl-o-benzochinon, die Adsorption des Proteins
fast vollstdndig verhindert.

Kiirzlich fand man in Urushiol-sensibilisierten Meer-
schweinchen immunologische Kreuzreaktionen mit den
Urushiol-Analoga 42 und 43111°], Wenn die Aminogruppen
als Methansulfonamid blockiert werden, so geht die Kreuz-
reaktivitdt verloren. Resorcin-Derivate zeigen ebenfalls kei-
ne Kreuzreaktionen, was die Chinon-Hypothese der allerge-

R 0
\J: 2 HJCOW\/\/
R
R3 0
41-43 44

41: R!' = R? = OH, R?® = n-C;H,,,
n-CysHye, 1-Cy6Hy;, n-CyHj,

42: R' = OH, R? = NH,,
R?*=C.H,,.; (n=13,15,17)

43: R' = NH,, R? = OH,
R® = C,H,uyy (n =13, 15,17)
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nen Wirkung von Urushiol zusétzlich absichert. In diesem
Zusammenhang sei auch auf die umfangreichen Untersu-
chungen zur Pharmakologie und zur Wirkungsweise des aus-
geprigt allergenen p-Chinons Primin 44 hingewiesen (Uber-
sicht: B1).

Pflanzliche Gewebe zeigen nach einer Schidigung oft die
bekannte Braunungsreaktion mit Luftsauerstoff. Dabei wird
der Nahrungswert entsprechender Lebensmittel vermutlich
infolge einer oxidativen Modifikation von Lysinresten durch
pflanzliche phenolische Inhaltsstoffe vermindert. Die Reak-
tionsprodukte sind bisher noch nicht eindeutig identifiziert
worden; hochaufgelgste Massenspektren der extrem kom-
plexen Gemische von Abbauprodukten aus hydrierten und
derivatisierten Pflanzenproteinen sprechen jedoch fiir die
Anwesenheit von Addukten aus Lysin und Kaffeesiu-
re[lll, 112}-

Bei der Inaktivierung eines phytopathogenen Kartoffel-
Virus in Gegenwart von Chlorogensdure und Phenol-Oxida-
se addiert sich vermutlich ebenfalls die e-Aminogruppe von
Lysin an Chlorogenochinon!*?3- 114l Dabei beobachtet man
eine teilweise Quervernetzung von Untereinheiten der Hiill-
proteine. Das Quervernetzungsprodukt 186t sich mit Trypsin
(Spaltung der Lysin-Peptidbindungen) nicht in gleichem
Ausmal wie das Edukt hydrolysieren. Schliisselschritt der
Quervernetzung soll die Bildung eines 3,5-Diamino-4-alkyl-
diphenols in einer D-1,4-A-D-1,6-A-Sequenz sein. Aulfler-
dem wird eine Bildung von Arylether-Bindungen zwischen
zwei Monoamino-Addukten diskutiert!**3!. Die Stéchiome-
trie der Bindung an Chlorogenochinon hingt vom pH-Wert
der Reaktionsgemische ab: Bei pH = 7.0 betrigt das Ver-
hiltnis von Chlorogensidure zu Protein-Untereinheit 1:1,
wihrend bei pH = 7.8 ein Verhéltnis von 2:1 gefunden wird.

In der Miesmuschel, Mytilus edulis, kommt im Periostra-
cum und in der Phenoldriise ein ungewoéhnliches Protein vor,
das einen hohen Anteil 3,4-Dihydroxyphenylalaninreste ent-
halt!t?5 1161 Der Byssus enthélt auch eine Catechol-Oxida-
sel'17] Dieses Enzym hat offenbar die Aufgabe, die peptid-
gebundenen Dopa-Einheiten zu den entsprechenden
o-Chinonen zu oxidieren, an die dann moglicherweise -
Aminogruppen von Lysinresten angelagert werden. Man
konnte auch eine Quervernetzung von Proteinketten iiber
SH-Gruppen in Betracht ziehen (vgl. Schema 6); die Amino-
sdureanalyse ergibt jedoch kein Cystein und nur Spuren von
Methionin!!!¢], Die Miesmuschel verfiigt auf diese einzigar-
tige Weise uber einen Polyamidklebstoff aus Dopa-haltigen
Proteinen, die oxidativ iiber die entsprechenden Dopa-Chi-
non-Proteine quervernetzt werden. Bemerkenswerterweise
haben der Naturstoff Primin 44 und einige seiner Homolo-
gen molluscizide Wirkung! 8],

Die sequentielle Addition von zwei Lysinresten an ein Chi-
non muB nicht notwendigerweise die einzige Mdglichkeit zur
Quervernetzung von schwefelfreien Proteinen sein. An die
Addition der e-Aminogruppe kann sich der bereits mehrfach
erwihnte Strecker-Abbau anschlieBen (Schema 17). Der da-
bei entstandene Aldehyd ist wiederum ein elektrophiler Ami-
nogruppen-Acceptor. AuBerdem sind Aldolkondensationen
denkbar, an die sich weitere Kondensationen und Umlage-
rungen anschlieBen koénnen. Derartige Transformationen
spielen bekanntlich eine wichtige Rolle bei der Reifung und
Alterung von Kollagen (Ubersicht: [1191),

Nach Behandlung von Proteinen mit Brenzcatechin und
Peroxidase/H,0,, anschlieBender Perameisensdure-Oxida-
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tion und Hydrolyse wurde a-Aminoadipinsiure isoliert!* 2%,
Auferdem beobachtete man eine Quervernetzung der Pro-
teine!2!-1221 wobei die Strukturen der Quervernetzungs-
stellen jedoch noch unbekannt sind. Die Behandlung von
Proteinen mit Peroxidase/H,0, in Abwesenheit von Cate-
cholen fiihrt iiber eine oxidative Kupplung von Tyrosinradi-
kalen zu Dityrosin-Einheiten 23],

Wiihrend der Oxidation von Brenzcatechin mit Tyrosinase
wird das Enzym langsam desaktiviert, was mit der Addition
nucleophiler Gruppen des Proteins an das im aktiven Zen-
trum entstehende o-Chinon erklirt werden kénnte (Uber-
sicht: [*24)), Frithere Ergebnisse zur Bindung von radioaktiv
markiertem Brenzcatechin an Tyrosinase!!?%! scheinen je-
doch aufgrund der von Lerch!'?# 1261 beschriebenen Versu-
che zweifelhaft: Zwar beobachtet man einen Verlust von den
im aktiven Zentrum vorhandenen Histidinresten; die Bin-
dung des Diphenols und seiner Oxidationsprodukte ist aber
viel geringer, als man es nach Abschitzung der Stdchiome-
trie erwarten wiirde.

Additionen von Aminen an das aus Pyridoxol unter recht
drastischen Bedingungen herstellbare 4-Methylen-1,4-dihy-
dropyridin wurden vor einiger Zeit als Modellreaktionen fiir
den Mechanismus der Neurotoxizitit einiger Vitamin-B,-
Derivate beschrieben!!27), Eine unter physiologischen Be-
dingungen prinzipiell denkbare Addition von Aminosiduren
an Chinonmethide ist bisher noch nicht beobachtet worden.

4.3. Reaktionen von Hydroxygruppen

In biologischen Systemen ist das hdufigste Nucleophil na-
tiirlich Wasser. Andere Mdoglichkeiten der nucleophilen Ad-
dition von Hydroxygruppen ergeben sich aus der Anwesen-
heit von Kohlenhydraten sowie Serin, Threonin und
Hydroxyprolin. In der Naturstoffchemie findet man jedoch
fast ausschlieBlich Beispiele fiir Additionen und Radikalre-
aktionen von phenolischen OH-Gruppen mit Chinoiden.
AuBer den Hydroxygruppen von Alkoholen kommen auch
Carboxylat-lTonen als nucleophile Addenden in Frage. Reak-
tionen von Alkoholen mit p-Chinonen sind in der priparati-
ven Organischen Chemie von betrichtlichem Interesse! .

Im Zusammenhang mit chemischen Modifikationen von
Proteinen ist bisher keine Addition einer OH-Gruppe von
Serin, Threonin oder Hydroxyprolin an Chinoide bekannt.
p-Chinon wurde jedoch zur Immobilisierung von Enzymen
an Polyhydroxymethylmethacrylat!*28! und an Polysaccha-
riden''2?! verwendet. Die dabei ablaufenden Reaktionen
sind nicht im Detail untersucht. Die Polymere werden im
ersten Schritt wahrscheinlich iiber eine OH-Addition akti-
viert. Nach erneuter Oxidation wird dann das Enzym ver-
mutlich iiber Mercapto- oder Aminogruppen gebunden. Die
Immobilisierung beruht also auf der Reaktionsfolge A(Hy-
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droxy an Benzochinon)-D-A(Protein an das Chinon-modifi-
zierte Polymer).

Eine Addition von Hydroxygruppen aus Peptiden an Zwi-
schenprodukte bei der Lignin-Biosynthese wurde ebenfalls
noch nicht beobachtet. Wie jedoch Freudenberg et al. bereits
vermuteten >3] enthilt Lignin CO-Bindungen zu Kohlenhy-
draten. Die in der Partialstruktur 45 gezeigte Formulierung
wurde kiirzlich fitr das Produkt aus enzymatischem Abbau
eines Lignin-Kohlenhydrat-Komplexes aus dem Holz von
Pinus densiflora und anschlieBender Methylierungsanalyse
vorgeschlagen!'*%l. Andere CO-Bindungsarten, ndmlich
Etherbindungen zu Ferulasdure und Esterbindungen zu p-
Cumarsiure, findet man in Weizenstroh '3,

CHo0H
o]

‘\O

HO 0
H3CO HO

0 HO o
‘(/ ~a
L5

5. Mechanismen der Sklerotisierung
von Insektencuticula

In den vorangegangenen Abschnitten haben wir gesehen,
daB Biopolymere in Gegenwart von Chinoiden sowohl auf
direktem Wege iiber kovalente oder nichtkovalente Bindun-
gen als auch indirekt iiber Desaminierungen oder Radikalre-
aktionen chemisch modifiziert werden konnen. Wir wenden
uns nun einem in der Natur einzigartigen Vorgang zu, nim-
lich der zur Konstruktion eines Exoskeletts bei Insekten not-
wendigen Sklerotisierung der Cuticula. Dieses Thema ist
mehrfach sehr intensiv unter biologischen und biochemi-
schen Gesichtspunkten bearbeitet worden. An dieser Stelle
sollen die mechanistischen Aspekte unter Beriicksichtigung
der bisher iiber die chemische Modifikation von Biopolyme-
ren gewonnenen Erkenntnisse erdrtert werden.

Arthropoden benétigen ein Exoskelett, das eine der
Voraussetzungen fiir die Aufrechterhaltung von essentiellen
Lebensvorgéngen ist. Es dient der Anheftung der Muskula-
tur sowie der Erhaltung der Korperstruktur und bietet weit-
gehenden Schutz gegen schadliche mechanische oder che-
mische duBere Einfliisse. Bei den Insekten wird der ProzeB3
der Aushidrtung des Exoskeletts als ,,Sklerotisierung® be-
zeichnet; er ist oft von einer Dunkelfirbung begleitet. Das
beste Beispiel ist die allgemein bekannte Metamorphose von
Insektenlarven zu den mehr oder weniger intensiv braunen
Puppen. Im Larvenstadium miissen die Werkzeuge zur Fut-
teraufnahme in Form der sklerotisierten Mandibeln bereit-
gestellt werden. Unter anwendungsorientierten Gesichts-
punkten bietet sich hier ein Ansatz zur Entwicklung neu-
artiger Schadlingsbekdmpfungsmittel: Eine Hemmung der
Sklerotisierung wire fiir das betroffene Insekt tédlich. Die
beste Voraussetzung fiir eine gezielte Insektizidforschung ist
natlirlich dann gegeben, wenn méglichst prézise Vorstellun-
gen iiber die voraussichtliche Wirkungsweise einer biolo-
gisch aktiven Substanz entwickelt werden kénnen.

Die molekularen Mechanismen der Sklerotisierung der In-
sektencuticula haben schon vor langer Zeit das Interesse vie-
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ler Forscher geweckt. Trotz zahlreicher Versuche ist jedoch
die Chemie dieses Prozesses noch nicht vollstindig be-
schreibbar. Man weif} lediglich, daB in der Cuticula eine
Wechselwirkung von Polyphenolen mit Biopolymeren not-
wendig ist, deren Einzelheiten in einer Reihe von teilweise
kontroversen Hypothesen diskutiert werden[!32]. Nach weit
verbreiteter Ansicht beruht die Sklerotisierung auf kovalen-
ten Modifikationen von Strukturproteinen, die iiber o-Chi-
none und p-Chinonmethide quervernetzt werden. Die Chi-
noide entstehen durch enzymatische Oxidation von N-Acyl-
3,4-dihydroxyphenethylaminen. Andere Hypothesen gehen
jedoch von nichtkovalenten Polyphenol-Protein-Wechsel-
wirkungen und einer Abnahme des Wassergehalts in der Cu-
ticula aus. Da sich einige neuere Ubersichtsartikel ausfiihr-
licher mit der Biochemie der Insektencuticula befas-
senl1327135 gollen im folgenden nur die stichhaltigen Er-
gebnisse im Zusammenhang mit den aus historischen Griin-
den bemerkenswerten Beobachtungen dargestellt werden.

Erste Untersuchungen zum Mechanismus der Sklerotisie-
rung wurden 1940 von Pryor verdffentlicht, der die Aushdr-
tung der Eipakete von Kiichenschaben*3¢! und der Insek-
tencuticula!'37! als Ergebnis einer kovalenten Querver-
netzung von Proteinen mit o-Chinonen beschrieb. Von ihm
stammt auch der Vorschlag, braune Polyphenol-Protein-
Komplexe als ,,Sklerotine® zu bezeichnen. Da die Sklero-
tinbildung durch Vorbehandlung der Proteine mit Form-
aldehyd verhindert werden kann, nahm Pryor an, dal3 pepti-
dische Aminogruppen an der Sklerotisierung beteiligt sind.
Angesichts der verwirrenden Vielfalt der Spekulationen und
Hypothesen erscheint auch Pryors Vermutung bemerkens-
wert, wonach ,,die Festigkeit der Cuticula durch eine Poly-
merisation der Chinone in den Poren der Protein-Matrix
erreicht wird*[*36),

Die prinzipielle Sklerotisierungssubstanz wurde vor rund
25 Jahren in den klassischen Arbeiten von Karison et al.
entdeckt. Sie fithrten zur Identifizierung von N-Acetyldop-
amin 46, das zundchst aus Larven der SchmeiBfliege Calli-
phora erythrocephala'**®! und spiter auch aus einer Reihe
von anderen Insektenspezies isoliert wurde!*3°1. Ein weiteres
Sklerotisierungsagens ist N-B-Alanyldopamin 47149 das
im Unterschied zu 46 cine freie primdre Aminogruppe ent-
hilt.

r!

HOD)\/NHCORZ
HO

46-48

46: R' = 4, R? = CH,
47: R = H, R? = CH,CH,NH,
48: R' = O, R? = CH,

Heute bestehen keine Zweifel mehr an der grundsatzlichen
Bedeutung von Dopamin-Derivaten als funktionelle Kom-
ponenten der Sklerotisierung. Das Schliisselenzym der Bio-
synthese, die Dopa-Decarboxylase, 148t sich mit a-Methyl-
Dopa oder mit Carbidopa (Desamino-a-hydrazino-a-
methyl-Dopa) hemmen!'#!- 2], Wenn man Larven der Flie-
ge Lucilia cuprina mit diesen Inhibitoren behandelt, so blei-
ben die Puppen hell und sterben infolge eines auf die Per-
meabilitdtsinderung der Cuticula zuriickzufithrenden Was-
serverlustes.
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Uberwiegend wird angenommen, daB die Diphenole zu-
nédchst in der Cuticula enzymatisch oxidiert werden. Da eine
Cyclisierung zu den Indol-Derivaten nicht stattfinden kann,
sollten die o-Chinone gemi 3 Schema 2 weiterreagieren. Dar-
aus entwickelt sich die Hypothese, dal} die Strukturproteine
der Cuticula iiber e-Aminogruppen von Lysinresten in einer
1,4-A-D-1,6-A-Sequenz quervernetzt werden. Daneben
konnte auch eine 1,4-A-D-Reaktion mit anschlieBender
Kondensation zur Schiff-Base stattfinden. Da Thiole in der
Cuticula — wenn iberhaupt — nur in Spuren vorkom-
men!'4*! scheint diese Hypothese zunichst einleuchtend. In
Moskito-Larven verhindert eine Hemmung der Phenoloxi-
dation mit 2,6-Di-tert-butyl-4-(a,a-dimethylbenzyl)phenol
die spitere Sklerotisierung der Puppencuticula, so daB die
Puppen nach der Hautung rasch absterben!!#4. Am Aufbau
der Cuticula sind auch tyrosinreiche Proteine beteiligt, die
unter Einwirkung von Tyrosinase in Gegenwart von 46 oder
47 quervernetzt werden kdnnen '4* ™, Diese Quervernetzung
ist in vitro mit dem Resorcinderivat N-Acetyl-2-hydroxy-
tyramin auf mechanistisch noch unbekannte Weise hemm-
bar!14€],

Bisher ist nur ein Beispiel fiir die Isolierung eines Bislysin-
Adduktes aus sklerotisiertem Insektenmaterial bekannt 471,
Die Originalarbeit zu diesem in der Sekundérliteratur zitier-
ten, eigentlich hochst wichtigen Resultat wurde allerdings
nicht verdffentlicht. Indirekte Hinweise fiir die Beteiligung
von Lysinresten an den zur Sklerotisierung fithrenden
Reaktionen ergeben sich aus vergleichenden Aminosdure-
analysen von sklerotisierter und nichtsklerotisierter Cuticu-
lall33, 143, 148].

Offenbar spielen jedoch Histidinreste eine viel wichtigere
Rolle. Festkorper-NMR-Spektren der Cuticula von Puppen,
denen [1,3-!°N,]Histidin und [Phenyl-!3C]Dopamin verab-
reicht woirden war, zeigen eindeutig eine direkte Ver-
kniipfung von Aren- mit Imidazol-Einheiten'*%), wobei al-
lerdings nicht erkennbar ist, ob das Dopamin in monomerer
oder polymerer Form gebunden ist. Ebenso 148t sich nicht
entscheiden, ob die Aren-Einheit als Hapten an eine Peptid-
kette gebunden oder ob sie Bestandteil einer Quervernet-
zungsregion ist. Dennoch haben diese Ergebnisse vor allem
aufgrund des methodischen Ansatzes grundsitzliche Bedeu-
tung. Eine Beteiligung von Histidin an der Sklerotisierung ist
auch aufgrund vergleichender Aminosdureanalysen zu ver-
muten %%

Es deutet einiges darauf hin, daf} auBer der Quervernet-
zung von Proteinen iiber basische Aminosdurereste und o-
Chinone auch andere Mechanismen von Bedeutung sind.
Aus Reaktionsgemischen von 46 und pulverisierter Insekten-
cuticula 148t sich racemisches N-Acetylnoradrenalin 48 iso-
lieren. Die Oxidation von 4-Methylbrenzcatechin mit der
Cuticula einer Fliegenspezies liefert 3,4-Dihydroxybenzylal-
kohol und 3,4-Dihydroxybenzaldehyd!! 11, Diese Ergebnis-
se zeigen, daB die Hydroxylierung der Seitenkette von 4-Al-
kyl-1,2-diphenolen in der Cuticula nicht enzymkontrolliert
ist[132:1531 Bekanntlich entsteht bei der Seitenkettenoxida-
tion von Dopamin mit Dopamin-B-Hydroxylase (R)-Nor-
adrenalin. Wenn nun bei der Oxidation von 46 racemisches
48 entsteht, so liegt die Vermutung nahe, daB3 dieses durch
nichtstereoselektive Addition von H,O an das durch Umla-
gerung des 4-Alkyl-o-chinons gebildete p-Chinonmethid er-
zeugt wird. In Analogie zur Biosynthese von Lignin bildet
sich racemisches 48 sehr wahrscheinlich in einer Nebenreak-
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tion der Polymerisierung von 46 in der Insektencuticula (vgl.
Schema 1, Wege und ©). Das Enzym, das die Chinon-
methid-Bildung katalysiert, wurde bisher nicht isoliert. Be-
merkenswerterweise bewirkt die Diphenol-Oxidase Tyrosi-
nase eine oxidative Decarboxylierung von 3,4-Dihydroxy-
mandelsdure zu Protocatechualdehyd, wobei als Zwischen-
stufe wahrscheinlich das korrespondierende Chinonmethid
auftritt!'341. Aus den Cuticulae zahireicher Insektenspezies
wurde eine beeindruckende Vielfalt seitenkettenoxidierter
Derivate und Benzodioxin-Dimere von 46 und 47 isoliert
(Ubersichten: [132:133)) {iber deren Funktion bei der Sklero-
tisierung noch keine Klarheit besteht.

Die braune Farbe vieler sklerotisierter Cuticulae deutet
darauf hin, daB die phenolischen Substrate oxidativ polyme-
risiert werden. So ist zu erwarten, dal3 dunkle Cuticula au8er
Eumelaninen 40 148-155) qych die durch Oxidation der Skle-
rotisierungsagentien iiber o-Chinone und p-Chinonmethide
gebildeten polyphenolischen Polymere enthilt. Die Anwe-
senheit von Eumelanin ist aus ESR-Spektren von skleroti-
sierter Cuticula zu erkennen!'# ¢4, Aufgrund mechanisti-
scher Uberlegungen scheint es zwingend, daB diphenolische
Sklerotisierungsagentien und peptidstindige Tyrosinreste
mit reaktiven Zwischenstufen der Eumelanin-Bildung copo-
lymerisieren!!>®- 157 Die Anwesenheit von polyphenoli-
schen Polymeren bestitigen auch CP/MAS-!3C-NMR-
Spektren, die weiterhin andeuten, daB die aromatischen
Einheiten iberwiegend in der reduzierten, d.h. diphenoli-
schen Form vorliegen!58],

Karlson et al. zeigten bereits 1962, daB3 die Sklerotisierung
und die Melaninbildung unabhingig voneinander ablaufen
kénnen!'%?], Dieselbe Arbeitsgruppe fand auch die nichtpro-
teinogene Aminosdure $-Alanin in der sklerotisierten Cuti-
cula der Fliege Calliphora erythrocephalat*®®). Wie man heu-
te weill, spielt diese in allen sklerotisierten Cuticulae vor-
kommende Aminosdure eine wichtige Rolle bei der Regula-
tion von Melanin- und Sklerotin-Bildung!'**!. In Mutanten
von Drosophila melanogaster, bei denen entweder die Bio-
synthese von B-Alanin defekt ist oder bei denen diese Amino-
sdure nicht in die Cuticula transportiert werden kann, wird
Dopa oder Dopamin in das schwarze Eumelanin einge-
baut!l wobei ein minder festes Exoskelett entsteht[162],
Einen &hnlichen Effekt beobachtet man auch nach Anwen-
dung eines Inhibitors der B-Alanin-Biosynthese, Hydrazi-
noessigsdureethylester, an Puppen von Manduca sexta. Die-
se sind schwarz statt (wie normal) braun!'®®l, Wahr-
scheinlich wird B-Alanin zur Acylierung von Dopamin bené-
tigt, um die Cyclisierung des Dopaminchinons und damit die
Eumelanin-Bildung zu verhindern, so dal} die intermolekula-
re Quervernetzung von Proteinen ermdéglicht wird. Da N-B-
Alanyldopamin 47 tatsachlich als Komponente der Skleroti-
sierung auftritt, wird die Chinon-Hypothese auf diese Weise
zusitzlich bestitigt. Offen bleibt jedoch die Frage, ob die
Protein-Quervernetzung iiber Monomere oder Polymere des
Diphenols oder seiner Oxidationsprodukte erfolgt. Nach an-
derer Meinung wird $-Alanin fiir die korrekte Anordnung
supramolekularer Strukturen, d.h. die Packung von Chitin-
fibritlen und Strukturproteinen, bendtigt %2, Mischungen
von Chitin und B-Alanin nehmen langsam eine braune Fir-
bung an!*%2!, die vermutlich aus Umsetzungen vom Typ der
Maillard-Reaktion herrithrt[119: 1641,

Die Sklerotin-Bildung ist nicht notwendigerweise von der
Anwesenheit von Chitin abhédngig. Bekanntlich reichen be-
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reits Strukturproteine und o-Chinone aus, wie die chitin-
freien, duBerst harten und dunklen Eipakete von Kiichen-
schaben beweisen!'*¢l. Blockiert man jedoch die Chitin-
Ablagerung in der Cuticula mit Diflubenzuron, so firbt sich
diese schwarz!'®%), und die Sklerotisierung kann beeintrich-
tigt sein (Ubersicht: 11961y, Polymerisiertes N-Acetyldopamin
bindet nichtkovalent an Chitin!57),

Chitin ist in Insekten stets mit Protein verkniipft. Prinzi-
piell kommen als kovalente Bindungen Amid- oder Esterver-
kniipfungen sowie glycosidische Verkniipfungen von Poly-
peptiden mit den reduzierenden Enden der Polysaccharid-
ketten in Betracht. Versuche zur Isolierung von strukturell
definierten Aminozucker-Konjugaten waren bisher erfolg-
los; daher kann die Frage nach der molekularen Architektur
von Chitin-Protein-Polyphenol-Komplexen noch nicht be-
antwortet werden. Falls bei der Reaktion zwischen e-Amino-
Gruppen von Lysin und dem reduzierenden Ende von Chi-
tin-Ketten Schiff-Basen entstehen, so ist denkbar, daf} diese
umlagern und zur Bildung von Allysinresten fiithren (vgl.
Schema 17). Dieser Mechanismus zeigt Analogien zu der in
Gegenwart von Glucose beobachteten kovalenten Querver-
netzung des Kollagens! 631,

Einige Autoren vertreten die Ansicht, daB3 die Bedeutung
kovalenter Bindungen bei der Sklerotisierung allgemein
Uberschitzt wird. Von groBerer Bedeutung sollen dagegen
eine Abnahme des Wassergehaltes in der Cuticula und die
Bildung nichtkovalenter Komplexe aus Strukturproteinen
und polymerisiertem N-Acetyldopamin sein 3?1591 Poly-
merisiertes 46 kann wegen der geringen Cyclisierungsge-
schwindigkeit von N-Acetyldopaminchinon keine signifi-
kanten Anteile aus Indol-K&rpern enthalten und ist
demnach unter strukturellen Gesichtspunkten als Allomela-
nin zu klassifizieren (sieche Abschnitt 3). Beriicksichtigt man
die Moglichkeit zur Umlagerung in Chinonmethide, ist zu
erwarten, daBl die Reaktivitit der Polymere derjenigen von
kondensierten Tanninen oder von Lignin dhnelt. Thre In-
teraktionen mit Proteinen fithren primir zu nichtkovalenten
Wechselwirkungen, aus denen statistisch verteilt einzelne ko-
valente Verkniipfungsstellen entstehen konnen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Reaktionen von Chinonen und Chinonmethiden haben in
der Natur groB3e Bedeutung, wobei oft spektakuldre biolo-
gische Effekte beobachtet werden kénnen. Im vorliegenden
Aufsatz wurden Beispiele fitr Chinone als Abwehrsubstan-
zen gegeben und toxische und daher unerwiinschte Wirkun-
gen beschrieben. Es ist aber auch deutlich geworden, daf3
einige essentielle Lebensfunktionen von der Fihigkeit zur
Bildung hochkomplexer polyphenolischer Polymere abhin-
gen. Auf molekularer Ebene ist ein allgemeines Prinzip er-
kennbar, ndmlich die chemische Modifikation von Biopoly-
meren in kovalenten oder nichtkovalenten Wechselwir-
kungen. In vielen Fillen sind diese Wechselwirkungen mit
nucleophilen Additionen von schwefelhaltigen funktionellen
Gruppen an das chinoide System zu erkldren. In Abwesen-
heit von Schwefel kdnnen auch Stickstoff- oder Sauerstoff-
Nucleophile reagieren. Andere Reaktionsfolgen wie die Des-
aminierung und die Chinon-vermittelte Erzeugung von
Sauerstoff-Radikalen fiihren schlieBlich indirekt zur chemi-
schen Verinderung von Biopolymeren. Mit Ausnahme der
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Addition von Mercaptogruppen sind diese Reaktionen fiir
den Strukturchemiker derzeit nur hypothetisch beschreib-
bar.

Einige der friiheren, aus Modellreaktionen abgeleiteten
Theorien miissen offenbar neu itberdacht werden. Die Betei-
ligung der e-Aminogruppen von Lysin an der kovalenten
Quervernetzung von Proteinen scheint weniger trivial zu
sein, als man friher angenommen hat. Zwar verringert die
Reaktion von Chinonen mit Proteinen den Lysin-Gehalt,
doch ist dieses Ergebnis auch bei oxidativer Desaminierung
zu erwarten. Auch die nach Vorbehandlung von Proteinen
mit Formaldehyd beobachtete Abnahme der Bindung von
Polyphenolen ist kein sicheres Indiz fiir die Bildung von
Additions- und/oder Kondensations-Produkten, da auch
ionische Wechselwirkungen infolge der Verminderung von
positiven Ladungen beeintrichtigt sein konnen. Sicher
scheint jedoch der in einigen biologischen Systemen gefiihrte
Nachweis einer Verkniipfung zwischen Chinoiden und Pro-
teinen iiber Histidinreste, und es mag allgemein gelten, daf3
diese Aminosdure eine wichtigere Funktion hat als Lysin.

Der eigentliche Durchbruch in der Analytik von Biopoly-
mer-Polyphenol-Komplexen ist der Festkorper-NMR-Spek-
troskopie zu verdanken!®®-14% 1381 Wir sind jedoch noch
weit von der Losung aller offenen Probleme entfernt ~ man
denke nur an die zahlreichen Méglichkeiten nichtkovalenter
Bindungen und der Bildung von CC-Verkniipfungen iiber
oxidative Kupplungen. Die Grundbedingung fiir die Aufkli-
rung struktureller Zusammenhidnge muBl das sorgfiltig
durchdachte und kritisch durchgefithrte Experiment bleiben.
Es ist zu erwarten, daf} die Festkérper-NMR-Spektroskopie
dabei auch kiinftig wichtige Informationen liefern wird.

Bei der Planung zukiinftiger Forschungsprojekte werden
etliche Ideen zu verfolgen sein: Die Untersuchung von Pro-
tein-Chinon-Wechselwirkungen in Denaturierungsreaktio-
nen, seien es Okologisch vorteilhafte Verteidigungsmechanis-
men von Lebewesen oder die Bildung makromolekularer
Komplexe, wird Anregungen fiir die Suche nach neuen phar-
mazeutischen Anwendungen (vgl. Daunomycin) oder zur
Vermeidung toxischer Wirkungen (vgl. Paracetamol) liefern.
Aus der Erforschung der Biosynthese und der molekularen
Architektur von Biopolymeren werden sich vielleicht neue
Impulse fiir die Medizin (z. B. Eingriffe in die Melanogenese
in Melanoma-Zellen) oder Agrikultur (z. B. Hemmung der
Bildung des Exoskeletts bei Schadinsekten) ergeben. Schlie3-
lich ist vorstellbar, dall neue Materialien entwickelt werden,
deren Eigenschaften mit der Hirte von Lignocellulose, der
Festigkeit und geringen Dichte des Exoskeletts von Insekten
oder der Zihigkeit des Byssus von Miesmuscheln vergleich-
bar sind. Die Konstruktion neuer Materialien aus chemisch
modifizierten Proteinen wurde unlingst vorgeschlagen 7%,
mit den sich rasch entwickelnden Moglichkeiten des Protein-
Designs und der gezielten Mutagenese werden diese Ideen
sicher attraktive neue Forschungsgebiete erschlieBen. Bei al-
lem anwendungsbezogenen Denken sollte jedoch nicht ver-
gessen werden, daf3 auch schlichte Neugier eine legitime und
wichtige Motivation fiir die Erforschung der von der Natur
entworfenen molekularen Konstruktionspline liefert.

Die aus dem eigenen Laboratorium zitierten experimentellen
Arbeiten wurden zum grofien Teil von sehr fihigen Mitarbei-
tern durchgefiihrt, deren Namen in der zitierten Literatur an-
gegeben sind. Ihnen danke ich fiir ihre Ausdauer und ihr begei-

585



stertes Engagement, besonders in den schwierigen Phasen der
Forschung. Einige der hier diskutierten Ideen entstanden in
vielen stimulierenden Diskussionen mit zahlreichen Fachkolle-
gen. Vor allem sei Prof. P. Karlson (Marburg), Prof. W. Steg-
lich ( Bonn) und Dr. G. F. Weirich ( Beltsville) an dieser Stelle
fur ihr Interesse und zahlreiche Anregungen gedankt. Viele
Projekte setzten die Bereitschaft und das Verstindnis fur eine
interdisziplindre Kooperation im Grenzgebiet zwischen Zoolo-
gie/ Entomologie und Chemie voraus. Partner fand ich in Prof.
A. Egelhaaf (Kdéln), Prof. R. Keller (Bonn) und Prof.
K. Scheller (Wiirzburg). Unvergessen bleibt auch unser ver-
storbener Kollege Prof. H. Emmerich ( Darmstadt). Die not-
wendigen finanziellen Mittel stellten der Fonds der Chemi-
schen Industrie und die Deutsche Forschungsgemeinschaft
bereit. Letzterer bin ich inbesondere fur ein Heisenberg-Sti-
pendium zu groflem Dank verpflichtet.
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