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Der Abbau von Chlorophyll ist das sichtbare Zeichen der
Blattseneszenz, einer Form von programmiertem Zelltod in
hoheren Pflanzen.? Geschitzte 10° Tonnen Chlorophyll
werden jedes Jahr auf unserer Erde abgebaut.”! Durch diesen
Prozess werden Chlorophyll a und b (1a bzw. b) ziigig iiber
Pheophorbid a (Pheo a, 2) zu farblosen nichtfluoreszierenden
Chlorophyllkataboliten (NCCs) abgebaut, die erstmals in
vergilbten Blittern der Gerste gefunden wurden
(Schema 1).M

NCCs werden in den Vakuolen durch eine schnelle und
stereoselektive Isomerisierung aus voriibergehend auftre-
tenden, fluoreszierenden Chlorophyllkataboliten (FCCs) ge-
bildet.®®! Kleinste Mengen zweier FCCs konnten in vitro in
enzymatischen Reaktionen (unter Verwendung von Enzym-
extrakten aus Raps oder Paprika) aus Pheo a (2) erhalten und
als 371 bzw. dessen (C-1)-Epimer epi-3 identifiziert werden.®!
Weitere Studien iiber die chemischen Eigenschaften und den
Metabolismus von FCCs konnten allerdings wegen der ge-
ringen verfiigbaren Mengen nicht durchgefiihrt werden.

Auch die Verfiarbung reifender Friichte wurde auf das
Verschwinden von Chlorophyll zuriickgefiihrt.** Tatszchlich
wurden vor kurzem in Apfeln und Birnen tetrapyrrolische
NCCs nachgewiesen, die bemerkenswerte antioxidative Ei-
genschaften zeigten.”! Diese zuvor unbemerkte natiirliche
Quelle an NCCs in der menschlichen Nahrung sollte in An-
betracht moglicher physiologischer Wirkungen eingehender
erforscht werden.”? Hier beschreiben wir eine biomimetische
Synthese der FCCs 3 und epi-3 ausgehend vom roten Chlo-
rophyllkataboliten (RCC, 5)!'! und ihre Umwandlung in die
NCCs 4 bzw. epi-4 (Schema 2). Da 5 bereits ausgehend von
Pheo a (2) synthetisiert worden war,"”! vervollstindigt diese
Arbeit die erste formale Partialsynthese von FCCs und NCCs
(aus 1a).

Die FCCs 3 und epi-3 wurden durch eine elektrochemi-
sche Reduktion von RCC (5) erhalten, analog zur bekannten
Reduktion des entsprechenden RCC-Methylesters (Me-5).'!]
5 (8 mg, 12.8 umol) wurde an einer Hg-Elektrode bei —1.3 V
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Schema 1. Chlorophyllabbau in seneszenten Pflanzen. Die Chlorophylle
werden iiber Pheophorbid a (Pheo a), den roten Chlorophyllkataboliten
(RCC) und fluoreszierende Chlorophyllkataboliten (FCCs) zu nichtfluo-
reszierenden Chlorophyllkataboliten (NCCs) abgebaut.

gegen eine 0.1N Kalomel-Referenzelektrode in Sauerstoff-
freiem Methanol reduziert. Nach der elektrochemischen
Reduktion (2.07 Fmol ') wurde das Reaktionsgemisch neu-
tralisiert und durch Umkehrphasen-HPLC analysiert (siche
Hintergrundinformationen, Abbildung S1). Vier fluoreszie-
rende Fraktionen mit FCC-typischen UV/Vis-Spektren
wurden gefunden und isoliert. Die zwei Hauptprodukte
wurden durch Vergleich mit authentischen Proben als 3
(0.66 mg, 1.05 umol; 8.2%) und epi-3 (0.64 mg, 1.02 umol,
8.0%) identifiziert.”® Die beiden Nebenprodukte 3’
(0.17 umol; 1.3%) und epi-3’ (0.15 pmol; 1.2 %) wurden als
die 13*-Epimere von 3 bzw. epi-3 identifiziert, da sie sich in
Losung langsam zu 3 bzw. epi-3 umwandelten (durch Epi-
merisierung an Position C-13? der B-Ketoesterfunktion, siche
z.B. Lit. [12]). AuBer 3 und epi-3 sowie ihren Stereoisomeren
3’ und epi-3' enthielt das Rohprodukt noch mehrere Frak-
tionen mit gelben, nicht fluoreszierenden Reduktionspro-
dukten. Die quantitativ dominierenden Vertreter (6 und 6')
dieser Verbindungen wurden niher untersucht und analog zu
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Schema 2. Die natiirlichen FCCs 3 und epi-3 sowie die isomeren Ne-
benprodukte 6 und 6’ werden durch eine biomimetische Reduktion
von 5 erhalten.

den Nebenprodukten der Reduktion des entsprechenden
Methylesters Me-51'"1 als 2,3%-Reduktionsprodukte von 5
identifiziert, stellen also  Konstitutionsisomere der
FCCs 3 und epi-3 dar (siche Schema2 und
Hintergrundinformationen, Abbildung S1).

Eine nichtenzymatische Isomerisierung von epi-3® in
saurer Losung lieferte den NCC epi-4 als einziges Reakti-
onsprodukt.”! Die Stereoselektivitit dieser Reaktion wurde
in einer fritheren Arbeit einer intramolekularen Protonierung
durch die Propionsdureseitenkette an Ring D zugeschrie-
ben.P! Diese Reaktivitit von FCCs machten wir uns zunutze,
indem wir das Reaktionsgemisch einer elektrochemischen
Reduktion von 5 (7.5 mg, 12 pmol) direkt mit Acetatpuffer
(pH 4.9) ansduerten und es bei Raumtemperatur unter
Inertgas stehen lieBen. Analytische HPLC zeigte, dass die
FCCs (3, 3, epi-3 und epi-3', die urspriinglich in dhnlichem
Verhiltnis wie oben beschrieben vorkamen) verschwanden
und NCCs gebildet wurden. Nach einer Gesamtreaktionszeit
von 18.7 h blieben nur noch unbedeutende Mengen an FCCs
ibrig (HPLC mit Fluoreszenzdetektion), und das Reakti-
onsgemisch enthielt zwei Hauptfraktionen mit UV/Vis-
Spektren, die charakteristisch fiir NCCs sind (sowie Fraktio-
nen mit gelben Nebenprodukten wie 6 und 6’; siche
Hintergrundinformationen).

Nach Reinigung mithilfe semipréparativer HPLC wurden
0.5 mg (7% Ausbeute) von jedem der beiden NCCs als Pulver
erhalten und wie folgt als 4 bzw. epi-4 identifiziert: Chro-
matographische sowie 'H-NMR-spektroskopische Korrela-
tionen ermdoglichten die Identifikation des weniger polaren
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NCCs als epi-4, des NCC, der durch Isomerisierung von epi-3
erhalten worden war.’! Dem etwas polareren NCC wurde
anhand seiner UV/Vis-, NMR- und Massenspektren (siche
Experimentelles) ebenfalls die Konstitution eines 3',3?-Dide-
hydro-1,4,5,10,15,20,22,24-octahydro-13*methoxycarbonyl-
4,5-secophytoporphyrinats zugeordnet. Im Vergleich zu den
Spektren von epi-4 zeigten die 'H-NMR-Spektren dieses
NCC vor allem signifikante Unterschiede in der chemischen
Verschiebung von Signalen der Protonen in den Ringen A
und D. Diese Daten stiitzen daher die Identifikation dieses
NCC als 4, des (C-1)-Epimers von epi-4. Im Unterschied zu
epi-4, das schon frither als Cj-NCC-2 aus Blittern des Cerc-
idiphyllum japonicum identifiziert worden war,”! konnte das
isomere 4 bisher nicht in Pflanzen gefunden werden.

Fiir eine eingehendere mechanistische Untersuchung
wurde die Isomerisierung der FCCs 3 und epi-3 zu den NCCs
4 bzw. epi-4 in Abhingigkeit vom pH-Wert bei Raumtem-
peratur untersucht. Der Umsatz der FCCs wurde an ihrer
UV-Absorption bei 360 nm beobachtet und folgt einer Ki-
netik pseudo-erster Ordnung (Abbildung 1). Parallel dazu

H+
NaOAc, pH 5
HO,C
Fcc 3 NCC 4
. 0.12 5
0.10 %
T 008fy &6
A, 0.06 |,
0.04 0 200 400
t/ min —
0.02
0.00 St e
225 300 350 400 450 0 200 400 600 80

Alnm — t/min —

Abbildung 1. Oben: Die saureinduzierte stereoselektive Isomerisierung
von FCC 3 zum NCC 4 entspricht der biomimetischen Isomerisierung
von FCC epi-3 zum NCC epi-4.F! Unten: UV/Vis-spektroskopische
(links; ——: Spur bei t=0 min, ----- : Spur bei t=427 min) und kineti-
sche Analyse (rechts) der Isomerisierung von 3 zu 4 bei Raumtempe-
ratur und pH 5.

wurde eine HPLC-Analyse mit Detektion bei 320 nm (wo
FCCs und NCCs absorbieren) durchgefiihrt. Proben von 3
und epi-3 wurden jeweils in wissrigem Puffer gelost und bei
26°C stehen gelassen. Die Isomerisierung der beiden FCCs
wurde bei pH 3.5-7.0 (fiir 3) und pH 4.0-6.0 (fiir epi-3) un-
tersucht. Bei pH 4.0 nahm die Konzentration von 3 und epi-3
mit effektiven Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung
von 0.02 bzw. 0.04 min ' ab. Bei pH 6.0 geschah dies 12-mal
langsamer. Die beiden FCCs wurden schlielich bei pH~5
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glatt zu den NCCs 4 bzw. epi-4 umgesetzt (siche HPLC-
Analyse in den Hintergrundinformationen, Tabelle S1 und
Abbildung S2).

Die pH-Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit ist
in Einklang mit einem Modell, demzufolge eine Protonierung
durch eine schwache Saure (pKg~ 5.0) erfolgt. Anders als bei
hohen Sdurekonzentrationen (pH < 4.0), bei denen die Pro-
tonierung aus der Losung ein signifikanter Faktor werden
kann, verlauft der kritische Schritt bei der Isomerisierung von
FCCs in leicht saurem Milieu vermutlich iiber eine stereo-
spezifische intramolekulare Protonierung von C-15 durch die
Propionsiurefunktion an C-17.F! Ein Strukturmodell zeigt,
dass die Protonierung von der 3-Seite erfolgt und zu einer
15R-Konfiguration an C-15 fiihrt; die Charakteristiken der
Circulardichroismus(CD)-Spektren samtlicher bekannten
NCCs sind nahezu identisch, was darauf schlieBen lésst, dass
diese R-Konfiguration ihnen allen gemeinsam ist."'?!

Um die vermutete Rolle der Propionsdurefunktion bei
der Isomerisierung von FCCs zu NCCs aufzuklidren, unter-
suchten wir das Verhalten der FCC-Methylester Me-3 und
Me-epi-3, die durch Partialsynthese zuginglich waren,[!!]
unter dhnlichen Bedingungen. Fiir eine Isomerisierung von
Me-3 und Me-epi-3 mit messbarer Reaktionsgeschwindigkeit
waren stark saure Bedingungen erforderlich. In 0.3Mm Triflu-
oressigsdure (TFA) in Methanol wurde Me-epi-3 mit einer
Halbwertszeit ¢, von ca. 6 h bei Raumtemperatur umgesetzt.
Somit isomerisierte Me-epi-3 unter diesen Bedingungen ca.
20-mal langsamer als epi-3 bei pH 4.0. Eine mit Argon ge-
sittigte Losung von 1.08 mg (1.68 umol) Me-epi-3 in 0.3m
TFA in Methanol ergab nach 18 h Stehen bei Raumtempe-
ratur (ca. 67 % Umsatz) laut HPLC zwei Fraktionen mit UV-
Spektren, wie sie fiir NCCs charakteristisch sind. Nach
HPLC-Reinigung wurden 0.28 mg (0.4 umol; 26%) einer
Fraktion mit der Verbindung 4b erhalten, die (als Me-epi-4)
mit dem authentischen Methylester von Cj-NCC-2P! identi-
fiziert wurde. Aus der anderen Fraktion (0.08 mg, 0.12 umol;
7% ) wurde der etwas polarere NCC 4a isoliert (Schema 3).

Ahnliche Behandlung einer Ar-gesittigten Losung von
0.77 mg (1.2 umol) Me-3 mit 0.3m TFA in Methanol bei
Raumtemperatur fiithrte ebenfalls zur Isomerisierung (64 %
Umsatz) und ergab zwei Fraktionen mit NCC-typischen UV-
Spektren. Das CD-Spektrum des Hauptproduktes der Iso-
merisierung, 4¢ (160 pg, 0.25 umol; 21%), dhnelte dem
Spektrum des authentischen Me-epi-4 sowie denjenigen aller
natiirlichen NCCs!"! stark. Das CD-Spektrum des Neben-
produktes 4d (90 pg, 0.14 umol; 12%) hingegen entsprach
nahezu deren Spiegelbild (und dhnelte sehr dem CD-Spek-
trum des Nebenproduktes der Isomerisierung von Me-epi-3;
siche Schema 3 und Abbildung 2). Da 4b (Me-epi-4) und 4d
identische 500-MHz-'"H-NMR-Spektren aufwiesen und ihre
CD-Spektren nahezu spiegelbildlich waren, wurden sie als
Enantiomere identifiziert. Gleichermaflen wurde 4a als das
Enantiomer von 4c¢ (Me-4) identifiziert. Die Isomerisierung
der Methylester Me-3 und Me-epi-3 war viel langsamer und
weniger selektiv als die stereospezifische und fast quantitative
Isomerisierung der FCCs 3 und epi-3: Die NCC-Methylester
Me-4 und Me-epi-4 sowie ihre (C-15)-Epimere 4d (Me-ent-
epi-4) und 4a (Me-ent-4) wurden in einem (2-4):1-Verhiltnis
erhalten. Somit fithrte die Maskierung der intramolekular
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4a (Me-ent-4)
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H;CO,C
4d (Me-ent-epi-4)

HCo,e T9C0C
Schema 3. Die séureinduzierte Isomerisierung der FCC-Methylester
Me-3 und Me-epi-3 verlauft mit geringer Stereoselektivitit und ergibt
ein diastereomeres Paar von NCC-Enantiomeren (Me-4/Me-ent-4 bzw.
Me-epi-4/Me-ent-epi-4). Die identische Konfiguration an der (C-1)-Posi-
tion von Me-3 und den NCCs 4c und 4d ist durch § symbolisiert, die
umgekehrte Konfiguration von Me-epi-3, 4a und 4b durch das Zeichen
#. Molekiilmodelle stiitzen eine vorliufige Zuordnung der mit § ge-
kennzeichneten (C-1)-Konfiguration als S und der mit # gekennzeich-
neten als R. SP: Symmetrieebene; fett gedruckte Pfeile fihren zum je-
weiligen Hauptprodukt.

wirkenden Protonenquelle zu einer Reduktion der Stereose-
lektivitdt und eroffnete erstmals einen bemerkenswerten
(formalen) Zugang zu den Enantiomeren der natiirlichen
NCCs durch Partialsynthese.
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Abbildung 2. CD-Spektren der synthetischen NCC-Methylester 4b und
4d sowie des Methylesters des natiirlichen NCCs Cj-NCC-2, der iden-
tisch mit Me-epi-4 (4b) ist; alle Spektren in Methanol.

Wir haben hier iiber eine biomimetische chemische Par-
tialsynthese von NCCs in zwei Schritten ausgehend von RCC
(5) berichtet. Der erste Schritt erdffnet einen Zugang zu den
beiden natiirlich vorkommenden, (C-1)-epimeren FCCs 3
und epi-3 durch Elektronen- und Protontransferreaktionen in
einer elektrochemischen Reduktion.[*'! Im Zuge des natiir-
lichen Chlorophyllabbaus wird diese Reaktion durch Fer-
redoxin-abhidngige RCC-Reduktasen katalysiert, die in zwei
verschiedenen Klassen auftreten und das neue Stereozentrum
an C-1 mit unterschiedlichem Chiralititssinn einfiihren."
Fiir diese Reduktasen wurde vorgeschlagen, dass sie die Bil-
dung von FCCs ebenfalls iiber eine Reihe von Protonierungs-
und Reduktionsschritten katalysieren,* einen Mechanis-
mus, den auch andere (homologe) Bilinreduktasen nutzen.!'"!
Der zweite Schritt der Synthese ist eine effiziente, stereose-
lektive Umwandlung von FCCs in die NCCs 4 und epi-4, die
Vertreter beider epimerer Linien natiirlicher NCCs. Stereo-
selektivitdt und Reaktionsgeschwindigkeit dieses natiirlichen
Zugangs durch FCC-Isomerisierung sind in Einklang mit
einem analogen Prozess in den Vakuolen. %17

Aufgrund der Effizienz dieser Reaktion und dem Fehlen
eines entsprechenden Enzyms haben wir die Hypothese auf-
gestellt, dass dieser letzte Schritt nicht enzymatisch, sondern
durch eine spontane Reaktion abléuft, sobald die Kataboliten
in das saure Milieu der Vakuolen gelangen.”! Die beobachtete
Stabilitdt von FCCs unter neutralen Bedingungen sollte da-
gegen ausreichend Zeit fiir die vermutete Modifizierung der
FCCs durch cytosolische Enzyme zur Verfiigung stellen.['1*!
Solche Reaktionen wurden von der Struktur isolierter NCCs
abgeleitet und werden als bedeutsam fiir den Transport von
FCCs in die Vakuolen erachtet.

Eine Methylierung der Propionsdurefunktion in den
FCC-Methylestern (Me-3 und Me-epi-3) fiihrte zu einer er-
heblichen Stabilisierung gegen sdureinduzierte Isomerisie-
rung. Me-3 und Me-epi-3 wandelten sich erst unter harsche-
ren Bedingungen in die Methylester von NCCs um und bil-
deten neben Me-4 bzw. Me-epi-4 auch deren Enantiomere
Me-ent-4 bzw. Me-ent-epi-4. Da solche Methylester leicht
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mithilfe von Schweineleberesterase (siehe Hintergrundinfor-
mationen und Lit. [10]) hydrolysiert werden konnen, eroffnet
diese Arbeit einen Zugang zu den (zuvor unbekannten)
Enantiomeren natiirlicher NCCs. Unsere Experimente
zeigen, wie eine FCC-Veresterung zu stabileren FCCs und
einer geringen Stereoselektivitdt bei deren Umwandlung in
NCCs fiihrt. Fir eine mogliche biologische Relevanz der
Veresterung von FCCs fehlen noch deutliche Hinweise.
Kiirzlich beobachteten wir aber eine Anreicherung von FCCs
in reifenden Friichten, die tatsidchlich mit einer Modifizierung
der Propionséduregruppe einherzugehen scheint und somit auf
eine mogliche metabolische Bedeutung von FCC-Estern
hinweist.

Unsere Untersuchungen erdffnen erstmals einen prépa-
rativen Zugang zu farblosen tetrapyrrolischen Chlorophyll-
kataboliten, wie den beiden epimeren Linien natiirlicher
FCCs, sowie zu NCCs und einigen ihrer nichtnatiirlichen
Analoga. Dies bietet die Moglichkeit fiir weitere Untersu-
chungen dieser Verbindungen, beispielsweise als Substrate
fiir Pflanzenextrakte und zum Nachweis moglicher physiolo-
gischer Wirkungen. Der Befund, dass NCCs in Friichten
auftreten und wirksame Antioxidantien sind,” hat unsere
Aufmerksamkeit auf mogliche physiologische Wirkungen der
NCCs gelenkt; NCCs waren bis dato nur als Produkte eines
Entgiftungsprozesses gesehen worden.”” Ohne Zweifel legt
die chemische Synthese dieser Verbindungen den Grundstein
fir ein besseres Verstdndnis des Metabolismus und einer
moglichen physiologischen Wirkung der Chlorophyllkatabo-
liten.

Experimentelles

Spektroskopische Daten von 4: UV/Vis (MeOH/Kaliumphosphat
(50 mm, pH 7.0) =6.5:3.5, v/V): A, (rel. €) =314 (0.64), 232 (0.70),
216 (1.00) nm; FAB-MS (Matrix: Glycerin): m/z (%): 667.3 (14)
[M+K]", 652.3 (58), 651.3 (97) [M+Na]*, 631.3 (31), 630.3 (49), 629.3
(100) [M+H]", 597.3 (32) [M—MeOH+H] ", 505.3 (62) [M—Ring A +
H]"; 'H-NMR (500 MHz, 2 mMm in [D,JMeOH, 26°C, TMS): 6 =0.99
(m, 3H; H,C(8%), 1.89 (s, 3H; H;C(2")), 1.94 (s, 3H; H;C(18")), 2.08
(s, 3H; HyC(12')), 2.25 (s, 3H; HyC(7Y)), 2.34 (m, 2H; H,C(17%)), 2.42
(dd, *J(H.H)=7.8 Hz, 15.6 Hz, 2H; H,C(8")), 2.51 (dd, *J(H,H)=
8.8 Hz, 14.6 Hz, 1H; H,C(20)), 2.66 (m, 1H; HzC(17"), 2.73 (m, 1 H;
HpC(17Y)),2.79 (dd,*J(H,H) = 5.9 Hz, 14.6 Hz, 1 H; H;C(20)), 3.74 (s,
3H; H,C(13%), 3.91 (s, 2H; H,C(10)), 4.07 (dd, *J(H,H)=5.9 Hz,
7.8 Hz, 1H; HC(1)), 4.91 (s, 1 H; HC(15)), 5.38 (dd, *J(H,H) = 2.0 Hz,
11.7 Hz, 1H; H,C(3%), 6.10 (dd, */(H,H)=2.0 Hz, 17.6 Hz, 1H;
HgC(3)), 6.44 (dd, *J(HH)=11.7Hz, 17.6Hz, 1H; HC(3')),
9.36 ppm (s, 1 H, HC(5)); *C-NMR (125 MHz, 2 mm in [D,]MeOH,
26°C, TMS) aus HSQC-Daten: 6 =8.6 (7%), 9.0 (12"), 9.1 (18"), 12.3
(2", 15.1 (89, 17.4 (8", 21.9 (17"), 23.5 (10), 30.3 (20), 37.1 (15), 39.6
(17%), 52.6 (13%), 61.5 (1), 67.5 (13%), 111.9 (12), 115.3 (18), 119.4 (3%),
120.7 (17), 124.2 (16), 124.2 (19), 125.6 (13), 125.9 (8), 127.5 (3'), 128.4
(3), 129.0 (6), 133.8 (11), 134.4 (7), 137.5 (9), 156.9 (2), 161.4 (14),
171.5 (13%), 174.5 (4), 181.2 ppm (17°).

Die Hintergrundinformationen enthalten alle experimentellen
Daten wie Synthesevorschriften, spektroskopische Daten und Iden-
tifikationen der synthetisierten Verbindungen, des Weiteren zusitz-
liche Abbildungen zur Synthese von FCCs (Abbildung S1), HPLC-
Analyse (Abbildung S2) und Tautomerisierung von FCC-Methyles-
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tern (Abbildung S3) sowie eine kinetische Behandlung der Tauto-
merisierung von FCCs zu NCCs (Tabelle S1).
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