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In reifen Friichten gefundene farblose tetrapyrrolische Chlorophyll-
Kataboliten sind wirksame Antioxidantien**
Thomas Miiller, Markus Ulrich, Karl-Hans Ongania und Bernhard Krdiutler*

Prof. Duilio Arigoni zum 80. Geburtstag gewidmet

Die Herbstverfiarbung ist ein auffélliges Zeichen der Blatt-
seneszenz, einer Form des programmierten Zelltodes in
Pflanzen.!! Noch in den frithen neunziger Jahren war das
Verschwinden des Chlorophylls in hoheren Pflanzen ein
Ritsel.”! Als die ersten Abbauprodukte des Chlorophylls in
seneszenten Blittern identifiziert wurden,”! erwiesen sich
diese als farblose Tetrapyrrole, die als ,,nichtfluoreszente®
Chlorophyll-Kataboliten (NCCs) bezeichnet wurden.'! In
seneszenten Blédttern wurden etwa 15 konstitutionell ver-
schiedene NCCs gefunden, die ein gemeinsames Tetrapyrrol-
Grundgeriist aufweisen, sich aber in ihrer Struktur oder der
Position ihrer peripheren Substituenten unterscheiden.[**l
Die Blattseneszenz scheint tatséchlich von einem weitgehend
einheitlichen und regulierten Chlorophyll-Abbau begleitet zu
werden, als dessen Endprodukte die NCCs gelten konnen
(Schema 1),

Das Verschwinden der griinen Farbe und das gleichzeitige
Entstehen ansprechender Farbtone sind auch Zeichen des
Reifens von Friichten. Allerdings ist noch ungeklirt, wie
Chlorophyll in reifenden Friichten abgebaut wird und welche
Strukturen die dabei auftretenden Abbauprodukte haben.
Wir berichten hier, dass der Chlorophyll-Abbau in reifenden
Friichten ebenfalls NCCs liefert, die sich als identisch mit
NCCs aus Blittern herausstellten. Die NCCs, die sowohl in
Fruchtschalen wie auch im Fruchtfleisch beobachtet wurden,
erwiesen sich zudem als bemerkenswert wirksame Antioxi-
dantien.

Die Analyse der Extrakte von frisch abgetrennten Scha-
len einer gelben Birne (b; in Abbildung 1) durch Hochleis-
tungsfliissigchromatographie (HPLC) mit UV/Vis-spektro-
skopischer Detektion (Abbildung 2) wies auf zwei Fraktionen
mit fiir NCCs charakteristischen UV/Vis-Spektren hin.['""?!

[*] Dr.T. Miiller, M. Ulrich, Prof. Dr. K.-H. Ongania, Prof. Dr. B. Kréutler

Institut fir Organische Chemie und Zentrum fiir Molekulare Bio-

wissenschaften

Leopold-Franzens-Universitit Innsbruck

Innrain 52 a, 6020 Innsbruck (Osterreich)

Fax: (+43) 512-507-2892

E-Mail: bernhard.kraeutler@uibk.ac.at

Wir danken Stefan Hortensteiner (Universitat Ziirich) und Dr. ).

Dallavia (Laimburg) fiir hilfreiche Diskussionen, Sigrid Gschsser

fiir die Aufnahme von NMR-Spektren sowie Simone Moser und

Sonja Berger fiir weitere experimentelle Unterstiitzung. Unsere Ar-

beiten wurden vom Osterreichischen Wissenschafts-Fonds (FWF,

Projektnr. P-16097 und 19596) unterstiitzt.

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

[7‘: *

s T IWILEY =
%7 InterScience’

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

NCCs

pFCC

Schema 1. Ubersicht zum Chlorophyll-Abbau in seneszenten Blat-
tern:""! Die Chlorophylle werden iiber Pheophorbid a (Pheo a) zum
Jroten* Chlorophyll-Kataboliten (RCC) abgebaut, dann tiber primare
»fluoreszente“ Chlorophyll-Kataboliten (pFCC) zu ,nichtfluoreszenten*
Chlorophyll-Kataboliten (NCCs, die sich durch die Reste R', R? und R?
unterscheiden).["" 13"

Im Massenspektrum von 17, dem weniger polaren NCC aus
der Birne (Pyrus communis, Pc), trat das Ion [M+H]" bei
m/z =645.292 auf, woraus die Molekiilformel C;sH,N,Oq
(m/zye. (M+H)* = 645.292) abgeleitet wurde. Nach weiteren
Analysen (siehe Hintergrundinformationen) konnte man 1%
die in Schema 2 dargestellte Strukturformel fiir 1 zuordnen.
Der NCC 17 erwies sich identisch mit 19, einem NCC aus
verfiarbten Bléttern des Baumes Cercidiphyllum japonicum
(Cj), der auch als Cj-NCC-1 bezeichnet wurde.>”!

Im Massenspektrum von 2, des polareren NCC aus der
Birne, trat das Pseudo-Molekiilion [M+H]" bei m/z = 807.341
auf, was in Einklang mit der Molekiilformel C,HsN,O;;
(m/zpe. (M+H)" =807.345) ist. Weitere spektroskopische
Analysen erméglichten es, 2™ die in Schema?2 gezeigte
Struktur fiir 2 zuzuordnen. Der NCC 27 erwies sich als
identisch mit 2", einem in Extrakten von Tabakblittern
(Nicotiana rustica, Nr) gefundenen NCC, der als Nr-NCC-2
bezeichnet wurde.

In der Schale der gelben Birne (b;) kamen die NCCs 17
und 2% in einer Menge von jeweils etwa 300 ngcm ™ (oder
etwa 7 ugg ') vor. Im Vergleich mit der Menge Chlorophyll in
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Abbildung 1. Reifende Friichte vom Markt enthalten ,nichtfluoreszen-
te“ Chlorophyll-Kataboliten (NCCs). Oben: Photos der in dieser Arbeit
verwendeten griinen und gelben Birnen und Apfel, unmittelbar vor
ihrer weiteren Analyse (a;/a,: ,Golden Delicious“-Apfel; b,/b,: ,Willi-
ams*“-Birnen). Unten: relative Mengen der Chlorophylle (oberer Teil)
und der NCCs (unterer Teil, andere Skalierung) aus Extrakten der
Schalen von reifenden Apfeln und Birnen (a,/a, bzw. b,/b,) sowie von
unreifen Apfeln/Birnen (a;/bs, nicht abgebildet), die drei Wochen vor
der iiblichen Erntezeit gepfliickt wurden.

der griinen Birnenschale von b, (etwa 14 uygcm™') entsprach
die Menge an NCCs der gelben Schale nur etwa 7% des ur-
spriinglich vorhandenen Chlorophylls. Durch HPLC und UV/
Vis-Spektroskopie konnten auch im Extrakt des geschilten
Fruchtkorpers einer zweiten reifen Birne die zwei NCCs 1%
und 2% nachgewiesen werden (Abbildung 2, Einschub). Die
NCCs 17 und 2" kamen im Fruchtfleisch nahe der Schale in
groBerer Menge vor (etwa 1.2 pgg™") als in einer Probe aus
einer inneren Schicht (< 0.2 pgg™"). Im Fruchtfleisch nahe der
Schale einer griinen Birne (b;) fanden sich Chlorophylle in
einer Menge von ca. 10 pgg™!; dies bedeutet, dass in diesem
Teil der Birne die Menge an NCCs einer reifen Frucht etwa
10% derjenigen des Chlorophylls einer unreifen Frucht ent-
spricht.
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Abbildung 2. Analyse der NCCs in Extrakten einer reifen Birne. HPLC-
Analyse des Extraktes aus der Schale (——) und des Fruchtfleisches
(-----) der reifen Birne; die Fraktionen von 17 und 2™ sind hervorgeho-
ben. Einschub: UV-Spektren der HPLC-Fraktionen von 17 (=1) und 2*
(=2) aus der Birne; identische Spektren wurden fiir die HPLC-Fraktio-
nen von 1" und 2** (aus Apfeln) erhalten, wie auch von 19 und 2"
(siehe Hintergrundinformationen).”!

1=1"=1" R=0OH

2=2"=-2"

H
R= Ho OH
—0 0 OH

Schema 2. Strukturformeln der NCCs 1 und 2.

Die NCCs 17 und 2™ wurden auch in Extrakten senes-
zenter Blitter des Birnenbaumes in einer geschitzten Menge
von etwa 29 bzw. 4.9 pgem™ gefunden. Griine Blitter des
Birnenbaumes enthielten etwa 50 pgem™ Chlorophylle (a
und b): Die beiden NCCs entsprachen damit etwa 70 % der
Chlorophylle im griinen Blatt.

In frisch gewonnenen und extrahierten gelben Schalen
eines reifen Apfels (a; in Abbildung 1) wurden ebenfalls zwei
Verbindungen mit den Charakteristika der NCCs aus der
Birne gefunden. Der weniger polare und in gro3eren Mengen
vorkommende NCC aus der Apfelschale (Malus sylvestris),
1, war identisch mit 17 (und mit 19, siehe Abbildung 3 und
8355
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Abbildung 3. 'H-NMR-Spektroskopischer Vergleich (500 MHz; in
CD;0D, 26°C) von 1" (unten) mit 19 (oben).

Hintergrundinformationen). Ebenso erwies sich der polarere
und im reifen Apfel (a,) seltenere NCC 2" als identisch mit
2% Eine systematischere Studie mit Apfeln wies 1" (und in
geringerer Menge 2*°) nicht nur in den Schalen, sondern auch
im Fruchtfleisch nach, und zwar mit einem #dhnlichen Kon-
zentrationsprofil wie in der Birne. Seneszente Blitter vom
Apfelbaum enthielten ebenfalls signifikante Mengen an 1'*
und geringere an 2"

Der NCC 1, der weniger polare der zwei Chlorophyll-
Kataboliten, wurde in einem Standard-Autoxidationsexperi-
ment untersucht, das auch schon fiir die Analyse von Biliru-
bin verwendet worden war (Abbildung 4)."! Die Bildungs-
geschwindigkeit der Hydroperoxide von Linolsdure wurde
dabei (HPLC-analytisch) in Abhéngigkeit von der Zeit und
der Konzentration der zugegebenen Antioxidantien analy-
siert.'! In Gegenwart von 1 war die Bildungsgeschwindigkeit
der Hydroperoxide der Linolsdure stark reduziert. Die Wir-
kung des zugegebenen 1 war nur geringfiigig kleiner als jene
von Bilirubin.'"! Dieser Befund ist von besonderer Bedeu-
tung, denn Bilirubin ist ein Tetrapyrrol-Katabolit des Héams,
der strukturell den NCCs #hnelt.""! Bilirubin ist nicht nur ein
auBerordentliches Antioxidans,'"” sondern wurde auch als ein
Zellschutzfaktor beschrieben, der bei der Verringerung von
Erkrankungen der Herzkranzgefdfle, von Retinaschédden,
sowie der Sterblichkeit bei Krebserkrankungen wichtig ist.['’]

Die Identifizierung von zwei ,,nichtfluoreszenten“ Chlo-
rophyll-Kataboliten (NCCs) in Friichten gab erste Einblicke
in Strukturen, die beim Abbau von Chlorophyll in reifenden
Friichten auftreten. In Apfeln und Birnen wurden dieselben
zwei NCCs (1 und 2) gefunden, deren Mengen ungefihr mit
dem sichtbaren Ausmaf3 der Fruchtreife korrelierten. Die
NCCs kamen in groerer Menge in den Schalen vor, traten
aber auch im Fruchtfleisch auf. Eine reife Birne (b,) enthielt
insgesamt etwa 300 pg an NCCs, was etwa 7-10% der Chlo-
rophylle in einer unreifen Birne (b;) entsprach.

Die NCCs in zwei reifen Friichten erwiesen sich als
identisch mit den jeweiligen NCCs aus verfarbten Blittern
der Obstbdaume. Der polarere NCC 2 entsteht (formal) aus
dem weniger polaren 1 durch Glucosylierung. Ahnliche
strukturelle Beziehungen bestehen auch zwischen den NCCs
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Abbildung 4. Der ,Friichte-NCC“ 1 und Bilirubin als Antioxidantien.
Verminderung der Autoxidation von Linolsaure durch 1 oder Biliru-
bin,"® die durch Analyse der Menge der gebildeten Hydroperoxide be-
stimmt wurde (siehe Experimentelles und Hintergrundinformationen).

aus seneszenten Blittern.®'?l Unsere Beobachtungen
weisen auf einen biochemisch einheitlichen Weg des Chlo-
rophyll-Abbaus in reifenden Friichten und in seneszierenden
Blittern hin und stiitzen so die Ansicht, dass der Chlorophyll-
Abbau bei beiden Phidnomenen einem gemeinsamen
Grundmuster folgt.!*?!

Dem Chlorophyll-Abbau wird die Rolle eines wichtigen
Entgiftungsprozesses in seneszenten Pflanzen zugeschrieben,
in dessen Verlauf (potenziell) phototoxische griine Pflan-
zenpigmente zerstort und farblose Kataboliten gebildet
werden.” ' In der Tat korrelierte die fehlende Aktivitit von
Chlorophyll abbauenden Enzymen in Arabidopsis thaliana
(die in Zusammenhang mit den ,accelerated cell death“-
Genen acd-1 und acd-2 gebracht wurden) mit der Beobach-
tung von nekrotischen Verkiimmerungen.”'! Die Abbau-
Zwischenstufen Pheo a und RCC sind photoaktive Verbin-
dungen, deren Bindung an Proteine und Weiterabbau im
Laufe des ,,intakten* Chlorophyll-Abbauweges helfen diirf-
ten, die seneszente Pflanze zu schiitzen.”” In Ubereinstim-
mung mit dieser These hat der endogene Entgiftungsprozess
in seneszenten Bléttern farblose NCCs als ,,Endproduk-
te“,11 die dem groBten Teil der in griinen Blittern vor-
handenen Chlorophylle entsprechen.” ¥l

Die in den Friichten gefundenen NCCs entsprechen hin-
gegen nur einem kleinen Teil des abgebauten Chlorophylls.
Uber den weiteren Verbleib der NCCs ist nichts bekannt.
Bemerkenswert ist aber, dass sie wirksame Antioxidantien
sind. Dieser Befund konnte auf (weitere) physiologische
Rollen der NCCs in seneszenten Pflanzen und in Friichten
hinweisen, z.B. bei der Verlidngerung lebenswichtiger Funk-
tionen."*”!

Friichte gehoren zu den am weitest verbreiteten Be-
standteilen der menschlichen Nahrung. Das Vorkommen von
NCCs in pflanzlicher Kost weist darauf hin, dass NCCs eine
physiologische Bedeutung fiir den Menschen und hohere
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Tiere haben konnten. Zahlreiche Verbindungen aus Pflanzen
(Vitamine, Antioxidantien) sind niitzliche Bestandteile der
menschlichen Nahrung,?*! allerdings sind noch viele Fragen
zu den Wirkungsweisen von Speisekomponenten ungeklrt,
insbesondere die Frage, wie diese Verbindungen das Risiko
(chronischer) Erkrankungen vermindern kénnen.””! Krank-
heitsvorbeugende Wirkungen von Apfeln und Birnen werden
ublicherweise auf die antioxidative Wirkung von Flavonoiden
zuriickgefiihrt,”~!! die besonders in den Schalen der Friichte
vorkommen.””**%! Die Entdeckung von Abbauprodukten
des Chlorophylls als Bestandteil reifer Friichte ist somit von
besonderem Interesse: Fiir Sduger wird Chlorophyll heutzu-
tage als phototoxisch eingestuft (man nimmt an, dass es im
Verdauungstrakt nicht resorbiert wird); bemerkenswerter-
weise verfiigen Sduger iiber ein ATP-bindendes Transport-
system (ein ABC-drug transporter), das spezifisch bei der
Ausscheidung von photoaktivem Pheo a hilft.”"! Dagegen
haben NCCs - die farblosen Tetrapyrrole und natiirlichen
Antioxidantien in Friichten — moglicherweise fiir den Men-
schen niitzliche physiologische Eigenschaften. Das Vorkom-
men von NCCs in reifen Friichten konnte damit dem
Sprichwort ,,An apple a day keeps the doctor away“"*! eine
neue Bedeutung verleihen.

Experimentelles

Isolierung und spektroskopische Charakterisierung der NCCs 17 und
2" aus der Schale von Birnen (Pyrus communis): 450 g Schalen von
reifen ,,Williams-Birnen“ (vom Markt in Innsbruck, frisch
geschélt) wurden piiriert und extrahiert (Details siche
Hintergrundinformationen). Die gesammelten Rohextrakte wurden
mit priaparativer HPLC getrennt. Zwei Fraktionen wurden bei t=
15.5 und 19 min gesammelt, ,entsalzt* (siche Hintergrundinforma-
tionen) und isoliert. Es fielen reine NCC-Proben an (312 pg 17 und
190 ug 2", die durch Vergleich mithilfe von HPLC und spektro-
skopischen Analysen als identisch mit 1977 und 2Vl nachgewiesen
werden konnten (siehe Hintergrundinformationen).

Bestimmung der antioxidativen Aktivitit von 1.1/ Lésungen von
Linolsiure, 2,2-Azobisisobutyronitril (AIBN), 1 (isoliert als 1957
und Bilirubin wurden verdiinnt und gemischt, um die gewiinschten
Endkonzentrationen zu erhalten (0.15m Linolsdure, 2 mm AIBN und
0-200 uMm 1 oder Bilirubin). Die luftgeséttigten Losungen wurden auf
37°C temperiert, und die Bildung der Linolsdure-Hydroperoxide
wurde mithilfe von UV/Vis-Spektroskopie und HPLC beobachtet
(Abbildung 4, siche auch Hintergrundinformationen).
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