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Ausbeute. Ein moglicher Mechanismus fiir diese beispiellose
Anellierung ist in Schema 2 wiedergegeben. Das aus 1 mit
TBAF gebildete anionische Intermediat 8 reagiert demnach in
einer 1,2- und in einer 1,4-Addition mit 2 zum 1,2-Addukt 9
bzw. zum 1,4-Addukt 10, die miteinander im Gleichgewicht
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Schema 2. Mechanismus der [2 + 3]-Anellierung von 1 und 2.

stehen sollten. Die Bildung von 9 ist nach den in Abbildung 2
gezeigten Ergebnissen ein kinetisch kontrollierter ProzeB. Aus
dem thermodynamisch stabileren Addukt 10 entsteht durch
Protonenaustausch das 1,2-Carboran-Anion 11, das zu 3 cycli-
siert.l!'% Im Fall von Cyclohexenon kénnte das durch 1,4-Addi-
tion erhaltene Enolat zwar ein Proton vom Carborankifig ab-
spalten, aber die Anndherung der Carbonylgruppe an das so
entstandene Carboran-Anion ist aus geometrischen Griinden
nicht méglich, so dall mit 2i keine Anellierung eintritt.
Derzeit untersuchen wir die Anwendungsbreite und die Gren-
zen dieser neuen Anellierung, insbesondere im Hinblick auf die
Herstellung biologisch aktiver Carborane, die sich fiir die Bor-
Neutroneneinfang-Therapie!'1} eignen.
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Dem Chlorophyllabbau in Pflanzen auf der Spur —
Konstitutionsaufklirung eines ,,fluoreszierenden*
Chlorophyllkataboliten

Walter Miihlecker, Karl-Hans Ongania,
Bernhard Kréutler,* Philippe Matile und
Stefan Hortensteiner

Beim Chlorophyllabbau in Pflanzen, bis vor kurzem noch ein
groBes biologisches Riitsel,'! werden die griinen Pigmente in
seneszenten Blittern!?! unerwartet rasch zu farblosen, ,,nicht-
fluoreszierenden** linearen Tetrapyrrolen abgebaut.*~7) Ein
erstes und allen fritheren Erwartungen!!! widersprechendes
Struktur-Leitmotiv beim Chlorophyllabbau wurde vor etwa
fiinf Jahren durch die Aufkldrung der Struktur des Secophyto-
porphyrinats Hv-NCC-1 1 aus seneszenten Primédrbldttern von
Gerste (Hordeum vulgare cv. Gerbel) ermittelt."*! Inzwischen
sind aus vergilbenden Blittern verschiedener Pflanzenarten wei-
tere farblose (,,nichtfluoreszierende*) Chlorophyllkataboliten
isoliert worden,”” =" die alle den in 1 festgestellten Strukturtyp
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Hv-NCC-1 1

eines 4,5-Seco-4,5-dioxophytoporphyrinats aufweisen. Diese
Grundstruktur ist ein Hinweis auf einen (strukturell) einheitli-
chen Abbauweg in Pflanzen, dessen Schliisselschritt eine enzy-
matische, oxidative Ringdffnung von Phdophorbida 2 ist.!
Aus HPLC-Analysen seneszenter Pflanzenmaterialien liegen
seit einiger Zeit Indizien fiir intermediére, bislang nicht faBibare
,.fluoreszierende** Chlorophyllkataboliten vor,!®? deren Struk-
tur AufschluB tiber die kritischen ,,frithen‘* Abbauschritte geben
konnte.

Wir beschreiben hier die Struktur eines derartigen ,,fluores-
zierenden* Chlorophyllkataboliten, dem Bn-FCC-2 3, der en-
zymatisch in vitro aus Phiophorbid a 2 erhalten wurde. Aus
Phiophorbid a 2 wurde 3 durch ein Enzympréaparat aus Chloro-
plasten seneszenter Kotyledonen von Brassica napus'®! herge-
stellt, das mit Glucose-6-phosphat, Dihydronicotinamidadenin-
dinucleotidphosphat (NADPH), Ferredoxin und Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase versetzt worden war. Nach zweimali-
ger HPL-chromatographischer Reinigung, Entsalzen und Lyo-
philisieren des Eluats konnte einheitliches 3 als hellgelbes Pulver
isoliert werden.

Die Konstitution von 3, einem 1-Formyl-19-oxobilan, konnte
spektroskopisch abgeleitet werden:!? Die Summenformel
von 3 wurde durch hochauflésende FAB/MS im Kationenmo-
dus anhand des Quasi-Molekiilions bei m/z 629.3011 +0.004
(C4,H,,N,O, ber. 629.2975) zu CyH,,N,O, bestimmt: Das
UV/Vis-Spektrum von 3 wies Absorptionsmaxima bei 321 und
361 nm auf (Abb. 1). Das Absorptionsmaximum bei 361 nm
sowie die Photolumineszenz von 3 bei 450 nm sind auf ein kon-
jugiertes n-System zuriickzufiihren,!* 1! das sich iiber die Ringe C
und D erstreckt (Schema 1).

Im 500-MHz-'H-NMR-Spektrum traten Signale aller 36 an
Kohlenstoffatome gebundenen Protonen auf (H/D-Austausch
filhrte zum allmihlichen Verschwinden des Singuletts von
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Abb. 1. UV/Vis-Spektrum einer Losung von Bn-FCC-2 3 in Wasser.
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R = CHjz :Chlorophyll a
R = CHO :Chlorophyll b

Chlorophyll a

Bn-FCC-2 3

COOH

Bn-NCC-3 5a
Schema 1. Postulierter Chlorophyll-a-Abbauweg.

HC(132) bei § = 4.62): unter anderem Signale einer Vinyl- und
einer Ethylgruppe, ein Singulett bei 6 = 9.33 von einer Formyl-
gruppe sowie vier Singuletts von Methylgruppen, davon eines
von einer Ester-Methylgruppe. Eine fiinfte Methylgruppe fiihrte
zu einem Dublett bei § =1.13. Homonucleare 2D-Experimente
(DQF-COSY, TOCSY)!*# ergaben fiir 3 ein Spektrum mit sechs
Spinsystemen (Abb. 2). Die '*C-chemische Verschiebung der
Signale von Protonen-tragenden Kohlenstoffatomen erhielt
man aus HMQC-Spektren.!'?) Durch ROESY-Spektren!!?!
konnte die Abfolge der Substituenten am Tetrapyrrol-Grundge-
riist und damit auch die Position der oxidativen Ringéffnung
eindeutig festgelegt werden.

Aus den spektroskopischen Daten kann fur 3 die Struktur
eines 3',32-Didehydro-133-methoxycarbonyl-4,5-seco-4,5-di-
oxo-1,4,5,10,17,18,20-(22 H)-octahydrophytoporphyrinats ab-
geleitet werden.!'3! Dieses optisch aktive 1-Formyl-19-oxobilan
weist vier einheitlich konfigurierte stereogene Zentren auf, drei
davon (13%, 17 und 18) nach den ROESY-Spektren mit dersel-
ben relativen Konfiguration wie im Phidophorbid a 2. In 3 sollte
deshalb auch die absolute Konfiguration der drei Zentren die-
selbe sein wie in 2.

Das hier charakterisierte, fluoreszierende Secophytoporphy-
rinat 3 weist HPL-chromatographisch,**! UV/Vis- und Lumi-
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Abb. 2. Links: Zuordnung der Protonensignale im 500 MHz-'H-NMR-Spektrum von Br-FCC-2 3 in MeOD und homonucleare Korrelationen
aus COSY- und NOE-Spektren (ausgezogene Linien und Pfeile); rechts: Zuordnung der *3C-Signale durch heteronucleare Korrelationen mit

direkt gebundenen Protonen aus HMQC-Spektren.

neszenz-spektroskopisch dieselben Eigenschaften auf wie der
authentische Bn-FCC-2, der weniger polare von zwei FCCs aus
seneszenten Olraps-Kotyledonen.®*! Wir gehen daher davon
aus, daB 3 und Bn-FCC-2 identisch und ein Intermediat des
natirlichen Chlorophyllabbaus sind. Bs-FCC-2 3 ist aus
Phiophorbid a 2 formal durch Anlagerung von einem Sauer-
stoff- und zwei Wasserstoffmolekiilen ableitbar. Eine mogliche
Abbau-Zwischenstufe in seneszenten Raps-Kotyledonen ist da-
mit das 4,5-Seco-4,5-diox0-4,5,10,17,18-(22 H)-hexahydrophy-
toporphyrinat 4, das durch enzymkatalysierte Reduktion zu 3
flihren konnte. Der weitere Abbau von 3 zum nichtfluores-
zierenden Bn-NCC-3 5a!>® beinhaltet (in noch unbekannter
Reihenfolge) die endstindige Hydroxylierung der Ethylgruppe
am Ring B, die Tautomerisierung von einem 4,5-Seco-4,5-di-
0x0-1,4,5,10,17,18,20-(22 H)-octahydrophytoporphyrinat zu ei-
nem 4,5-Seco-4,5-dioxo-1,4,5,10,15,20-(22H,24H)-octahydro-
phytoporphyrinat! > und (vermutlich zuletzt)'!®) die Hydrolyse
der Estergruppe.

Die Dimethylesterform von 4 ist von Gossauer und Mitarbei-
tern aus roten Tetrapyrrol-Exkreten der Griinalge Chlorella pro-
tothecoides isoliert, strukturell charakterisiert und als Abkémm-
ling von Chlorophyllkataboliten identifiziert worden.!'”! Iso-
topenmarkierungsexperimente ergaben, dal3 dabei (nur) eines
der beiden neuen Sauerstoffatome aus molekularem Sauerstoff
stammt.!!8) Es bleibt zu kliren, ob der pflanzliche Chlorophyll-
abbauweg in dieser Hinsicht mit dem der Griinalge tberein-
stimmt. Interessanterweise wurden in Chlorella protothe-
coides''1 Kataboliden von Chlorophylla und Chlorophyll b
nachgewiesen,'” in Pflanzen nur solche von Chloro-
phyll a.[2=8!

Mit der Strukturaufklirung des , fluoreszierenden* Chloro-
phyllkataboliten Brn-FCC-2 3 ist nicht nur ein wichtiger Schritt
zur Beschreibung des pflanzlichen Chlorophyllabbaus getan,
sondern auch zu Experimenten, die die Charakterisierung der in
seneszenten Pflanzen einzigartigen enzymatischen Oxygenolyse
des Chlorin-Makroringes zum Ziel haben.

Experimentelles

Chloroplastenmembranen 670 g seneszenter Kotyledonen von Brassica napus L cv.
Arabella [8,9] wurden in 12.5 mL 25 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan(Tris)-
2-(N-Morpholino)ethansulfonsidure(Mes)-Puffer (pH = 8) suspendiert, in Gegen-
wart von 1% Triton-X-100 30 min lang bei 4 °C solubilisiert und anschlieBend 1 h
bei 260000 g zentrifugiert. Der Uberstand (I6slicher Membranextrakt) wurde mit
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830 uL 60 mm NADPH, 830 pL 100 mM Glucose-6-phosphat, 25 uL Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase (0.5 U pL ™ 1), 400 uL Ferredoxin (10 pguL ~!) und 2 mg
Phéaophorbid a 2 versetzt, 1 h bei RT im Dunkeln stehengelassen und dann 19 mL
MeQOH zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde zentrifugiert (10 min bei
12000 g), der Uberstand mit 8 mL H,O verdiinnt und durch HPLC getrennt (Siule:
Stagroma, Wallisellen, Schweiz, Spherisorb ODS-2 5 pm, 8 x 125 mm; MeOH/
100 mm Kaliumphosphat 55/45, pH =7; FluBgeschwindigkeit 2.8 mLmin~'; UV-
Detektion bei 320 nm; Emission bei 450 nm, Anregung bei 320 nm). Fraktionen mit
einer Retentionszeit von ca. 10 min wurden gesammelt und unter N, eingefroren.
Die vereinigten Fraktionen wurden durch Zugabe von 100 mm Kaliumphosphat
(pH =7) auf 10 Vol.-% MeOH verdiinnt und auf eine Waters-C18-SepPak-Kar-
tusche aufgetragen. Mit MeOH/40 mm Kaliumphosphat (pH =7) 9/1 wurde eine
gelbe Fraktion eluiert, die mit H,O auf 50 Vol.-% MeOH verdiinnt und wie be-
schrieben durch HPLC gereinigt wurde. Die HPLC-Eluate wurden auf eine C18-
Kartusche aufgebracht und mit 20 mL H,O gewaschen. Mit MeOH/H,0 9/1 wurde
3 eluiert, das Eluat sofort bei T<0°C getrocknet und so ca. 0.1 mg 3 erhalten
(gelbliches Pulver).
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Neue Enzymmodelle fiir die Chlorperoxidase —
Synthesen und katalytische Reaktionen**

Hans-Achim Wagenknecht und
Wolf-Dietrich Woggon*

Die zu den Him-Thiolat-Proteinen gehorenden Enzyme
Cytochrom P450,1'! NO-Synthase!? und Chlorperoxidase
(CPO)P! spielen eine bedeutende Rolle beim Metabolismus
endogener und exogener Verbindungen. Die inharente Reaktivi-
tit dieser Enzyme beruht auf der Anwesenheit eines Ei-
senprotoporphyrin-IX-Komplexes im aktiven Zentrum, der
liber Wasserstoffbriickenbindungen beider Propionatseitenket-
ten, liber hydrophobe Wechselwirkungen und durch einen Thio-
latliganden an das Protein gebunden ist. Letzterer stammt von
einem Cysteinrest, der einer konservierten Proteinregion ange-
hort und an das Metall in dem Halbraum des Porphyrins
koordiniert ist, der der Substrat- und Sauerstoffbindungstelle
gegenliberliegt. Der Thiolatligand beeinfluit maBgeblich die
chemische Reaktivitit!*! und das Redoxpotential'™! des Ei-
senporphyrins. Ferner ergaben die Rontgenstrukturanalysen
verschiedener Formen von Cytochrom P450_, '8! und CPO!",
dal3 der Thiolatligand nicht nur an Eisen, sondern zusétzlich
tiber Wasserstoftbriicken an zwei Aminosduren des Peptidriick-
grates gebunden ist.

CPO, die zuerst aus dem Pilz Caldariomyces fumago isoliert
wurde,®! ist das vielseitigste der Him-Thiolat-Proteine: Sie ka-
talysiert nicht nur die Halogenierung aktivierter C-H-Bindun-
gen, sondern auch Reaktionen, die von der Peroxidase, der Ka-
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talase und von Cytochrom P450 bekannt!!! und deren Mecha-
nismen abgesehen von einigen Details gut untersucht sind.!!
Die Halogenierung aktivierter C-H-Bindungen wird von CPO
in Gegenwart von H,0, und Cl™ bei pH = 3 katalysiert. Als
Substrate dienen 1,3-Diketone wie Monochlordimedon 1, das
zu 2,2-Dichlordimedon 2 umgesetzt wird. Es wurde vorgeschla-
gen, ' daB die Halogenierung iiber 3 verlduft, einem Zwischen-
produkt, das durch die Reaktion des Ruhezustands 4 von CPO
mit H,0, gebildet wird (Schema 1). Dariliber hinaus wurde
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Schema 1. Reaktion von H,0; mit dem Ruhezustand 4 von Chlorperoxidase zum
Oxoeisen(1v)-intermediat 3 des Katalysecyclus.

vermutet,!!% daB 3 zunichst mit C1~ reagiert und anschlieBend
in Abhingigkeit von der Cl™-Konzentration entweder Cl, oder
HOC! freisetzt, das dann geeignete Substrate RH in Losung
halogeniert.

Die Annahme, da3 die Halogenierung nicht am aktiven Zen-
trum, sondern durch ,,freies” HOCI in Losung erfolgt, stiitzt
sich im wesentlichen auf die Tatsache, dal} apolare, kleine Sub-
strate oft nichtstereospezifisch chloriert werden.!'!! Allerdings
wurde berichtet, da3 die CPO-katalysierte Addition von HOBr
(KBr/H,0,, pH = 3) an peracetylierte Glycale stereospezifisch
verlauft.l*?! Demnach ist der Mechanismus der enzymatischen
Chlorierung trotz zahlreicher Untersuchungen unklar,* 3! insbe-
sondere wurden reaktive Zwischenprodukte bisher nicht ein-
deutig nachgewiesen.

Wir berichten hier {iber das Design, die Synthese und die
katalytischen Reaktionen neuer Enzymmodellverbindungen fiir
CPO und diskutieren ihre Bedeutung fiir die enzymatische Re-
aktion. Am besten eignet sich fiir solche Untersuchungen ein
Eisenporphyrin, dessen Koordinationssphire den H&dm-Thio-
lat-Proteinen moglichst nahekommt, das unter glinstigen Reak-
tionsbedingungen ~OCI oder HOCI bindet und in Gegenwart
von Substraten als Cl*-Donor fungiert. Ein geeignetes Zielmo-
lekiil ist demzufolge das Eisen(iii)-diphenylporphyrin 5 (Sche-
ma 2), das durch Uberbriickung einerseits und durch zwei Piva-
loylsubstituenten!*) andererseits sowohl gegen u-Oxodimer-
bildung als auch gegen =n-Stacking geschiitzt ist. Die Briicke
enthélt einen Thiophenolatligand, dessen Koordination mit
dem Metall durch die starre Verkniipfung mit dem Porphyrin-
chromophor gewihrleistet ist und der aus sterischen Griinden
nicht dekomplexieren kann.!!

Die Synthese des Porphyrinliganden wurde durch Konden-
sation des geschiitzten Aldehyds 6!*3! mit dem Dipyrrylmethan
7161 ynter Sdurekatalyse durchgefithrt (Schema 2).* ! Die Pro-
duktmischung, die noch Chlorine enthielt, wurde zur vollstindi-
gen Oxidation mit o-Chloranil umgesetzt und nach Insertion
von Zink(n) chromatographisch gereinigt. Die anschlieBende
Spaltung der Phenylmethylether!*®! ergab das Porphyrin 8 als
nichttrennbare Mischung der o,o- und o,f-Atropisomere (in
Schema 2 ist nur a,2-8 dargestellt), die unter isomerisierenden
Bedingungen mit dem Dimesylat 9''® kondensiert wurden.*
Die Abspaltung der Schutzgruppe am Thiophenol fiihrte zu 10
und die anschlieBende Eiseninsertion zu 5.

Der Komplex 5 ist ein High-spin-Eisen(i1)-porphyrin (g =
6.393 und 2.073) mit einer Soret-Bande bei 408 nm. Der wasser-
freie Komplex weist eine A_,, von 400 nm auf, die der Soret-
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