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Hypermodifizierte fluoreszierende Chlorophyllkataboliten als Quelle
blauer Lumineszenz in seneszenten Blattern**
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Professor Albert Eschenmoser zum 85. Geburtstag gewidmet

Der Chlorophyllabbau ist ein sichtbares Zeichen der Blatt-
seneszenz."? In den letzten beiden Jahrzehnten konnte ge-
zeigt werden, dass in sich verfarbenden Blattern Chlorophyll
zu farblosen und nichtfluoreszierenden Chlorophyllkataboli-
ten (NCCs) abgebaut wird.” Auch in Apfeln und Birnen
wurde ein Chlorophyllabbau bis hin zu den NCCs beobachtet.
Die Struktur der Abbauprodukte ist dabei die gleiche wie in
den entsprechenden Blittern der Apfel- bzw. Birnbiume.
Dabher lag die Vermutung nahe, dass die Chlorophylle wih-
rend der Fruchtreife bzw. Blattseneszenz iiber einen ge-
meinsamen metabolischen Pfad abgebaut werden und sich
NCCs als Endprodukte bilden (Schema 1).17]

Dagegen reichern sich in seneszenten, gelben Bléittern der
Bananenpflanze fluoreszierende Chlorophyllkataboliten
(FCCs)P an, wihrend NCCs in diesen Blattextrakten nur in
Spuren detektierbar sind (Abbildung 1 und Abbildung S1 in
den Hintergrundinformationen). FCCs sind zwar friither
schon in seneszenten Blittern nachgewiesen worden (z.B.
pFCC), allerdings nur als kurzlebige Intermediate des Chlo-
rophyllabbaus.®*! Sich anreichernde (,,persistente) FCCs
wie Mc-FCC-56 (Schema 1)1 wurden erst kiirzlich in rei-
fenden Bananen entdeckt, denen sie eine blaue Lumineszenz
verleihen. Die FCCs aus den Bananenblittern unterscheiden
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Schema 1. Strukturformeln von Chlorophyllkataboliten, wie sie in
seneszenten héheren Pflanzen gefunden werden.”! Der ,hypermodifi-
zierte* Ma-FCC-61 aus Bananenblittern (Musa acuminata) ist beson-
ders hervorgehoben.

sich zwar von ihren Verwandten in den Schalen der Bananen
(Abbildung 1), doch sind sie ebenfalls ,,persistent und tragen
eine komplexe Esterfunktion an der Propionsiureseitenket-
te.'” Die Struktur von Ma-FCC-61, einem wichtigen FCC aus
Bananenblittern, konnte aufgeklédrt werden. Es handelt sich
um ein Tetrapyrrol mit einer bis dato unbekannten Diga-
lactosylglyceryl-Modifikation (Schema 1).

Die HPLC-Analyse eines Extrakts von seneszenten Ba-
nanenblittern (Musa acuminata, ,,Cavendish“-Kulturform)
lieferte erste Hinweise auf neue Strukturen unter den (Ma-)
FCCs. Dabei stach ein relativ polarer FCC mit einer Reten-
tionszeit von 61 min hervor (daher auch die Bezeichnung Ma-
FCC-61). Aus 42 g gelbem Bananenblattmaterial konnten
mithilfe von HPLC insgesamt 4.2 mg Ma-FCC-61 isoliert und
UV/Vis- und fluoreszenzspektroskopisch identifiziert werden
(Abbildung S6 und Abbildung 1). Hochauflésende Massen-
spektrometrie ermoglichte die Herleitung der Summenformel
von Ma-FCC-61 (Cs,HgN,O,0) aus dem beobachteten Qua-
simolekiilion [M+H]" bei m/z 1043.394 (berechnet fiir
CsoHgN,O4': 1043.434).
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der Pyranoseeinheiten sowie {iiber
den Vergleich ihrer chemischen
Verschiebungen in den 'H- und "*C-
NMR-Spektren mit Referenzverbin-
dungen mit 6’-o. und 6”-p abgeleitet
werden konnten (siehe die Hinter-
grundinformationen). Dieser Struk-
turvorschlag wurde durch Daten aus
'H,'H-ROESY-Spektren unterstiitzt.
Ma-FCC-61 enthielt damit eine Es-
terfunktion mit einer 6-o-Galacto-
pyranosyl-(1—6)-p-galactopyrano-
syl-(1—1)-glyceryl-Einheit sowie
eine terminale Hydroxygruppe an
der 8-Position des FCC-Grundkor-
pers. Daher ist Ma-FCC-61 ein 3',3%
Didehydro-8*-hydroxy-13*(meth-
oxycarbonyl)-17°-[6"-a-galactopyra-
nosyl-(1'—6")-B-galacto-pyranosyl-
(1"—1"")-glyceryl)]-1,4,5,10,17,18,20,
22-octahydro-4,5-seco-(22 H)-phyto-

Ma-FCC-64

Ma-FCC-69

Mc-FCC-56
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Abbildung 1. Links oben: Bilder eines Bananenblatts mit griinen und gelben Bereichen, fotografiert
unter Tageslicht (links) oder unter UV-Licht (A =366 nm, rechts); links unten: Fluoreszenzspektren

(Anregung bei A =366 nm) einer Methanollésung von Ma-FCC-61 (A) und fiir griine und gelbe Be-

reiche eines Bananenblatts (B, griine bzw. blaue Linie). Rechts: HPLC-Analyse von FCCs in Extrak-

ten von gelben Bananenblittern (oben) und FCCs in Extrakten von gelben Bananenschalen (unten);
Anregung bei A =350 nm, Detektion bei A =450 nm; alle wichtigen FCC-Fraktionen sind markiert.

Das 'H-NMR-Spektrum (600 MHz) von Ma-FCC-61
zeigte den fiir Tetrapyrrol-Teile von Chlorophyllkataboliten
typischen Signalsatz, darunter die Signale der Formyl- und
der Vinylgruppe bei tiefem Feld, ein scharfes Singulett fiir
den Methylester bei 6 =3.71 ppm (Abbildung S2) sowie drei
Singuletts und ein Dublett fiir vier Methylgruppen im
Hochfeldbereich. Detailliertere Informationen zur Konstitu-
tion von Ma-FCC-61 wurden aus mehrdimensionalen NMR-
Spektren erhalten (‘H,'H-COSY- und -ROESY-Spektren,
sowie 'H,"”C-HSQC- und -HMBC-Spektren; sieche Abbil-
dung 2 und die Hintergrundinformationen).!"! Die Struktur
des Tetrapyrrol-Teils der Verbindung konnte durch vollstin-
dige Zuordnung aller 35 nichtaustauschenden Protonen ab-
geleitet werden (siehe auch Lit. [12]). Die restlichen Signale
von 19 Wasserstoffatomen im mittleren Feld des 'H-NMR-
Spektrums von Ma-FCC-61, die sich mithilfe von "H,'H- und
"H,®*C-NMR-Methoden analysieren lieBen, stammten von
einer Glycerin- und von zwei Pyranoseeinheiten, die als Be-
standteile einer komplexen peripheren Modifikation von Ma-
FCC-61 identifiziert wurden.

Eine 'H,"”C-Korrelation zwischen einem Carbonyl-Koh-
lenstoffatom aus dem FCC-Hauptteil und einem der 6'-Was-
serstoffatome der direkt angekniipften Pyranoseeinheit wies
darauf hin, dass die neuartige Disaccharidgruppe direkt mit
der Propionsdurefunktion des Tetrapyrrols verkniipft war.
Beide Pyranoseringe leiteten sich von Galactose ab, wobei die
Verkniipfungen an den Zuckereinheiten iiber ihre anomeren
Zentren aufgrund von 'H,'H-Kopplungskonstanten innerhalb
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porphyrin (Abbildung 2 und
Schema 1).

Ma-FCC-61 ist ein neuer Typ
eines natiirlichen, mehrfach funktio-
nalisierten Tetrapyrrols und damit
ein neuer Repridsentant bestdndiger
(,,persistenter”) und ,,hypermodifi-
zierter FCCs. Diese einzigartigen

t/min

H

Abbildung 2. Die NMR-spektroskopisch abgeleitete Molekiilstruktur
von Ma-FCC-61 mit chemischen Verschiebungen aus den 'H-NMR-
Spektren (in CD,;OD, bei 10°C; siehe Schema 1 fiir die Strukturformel
von Ma-FCC-61). Dicke Linien reprasentieren COSY-Korrelationen,
Pfeile weisen auf ROESY-Korrelationen hin (siehe Abbildung S3 fiir
weitere 'H,"C-Korrelationen).

Tetrapyrrole sind an der Propionsdure-Seitenkette mit einer
komplexen Gruppe verestert und sind bisher vor allem in
reifenden und seneszenten Teilen der Banane entdeckt
worden.P'*¥] Das Vorhandensein veresterter Propionsiure-
Seitenketten, wie im Fall der bestédndigen Ma-FCCs, erklart
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das duBerst ungewohnliche Fehlen von NCCs in Bananen-
blattextrakten (Abbildung S1), ist doch eine freie Propion-
saurefunktion fiir eine rasche sidurekatalysierte Isomerisie-
rung von FCCs zu NCCs entscheidend.” '

Die Veresterung mit einer (Di)galactosyleinheit, wie beim
Ma-FCC-61, stellt unter den bekannten Chlorophyllkatabo-
liten einen Prizedenzfall dar, doch wurden dhnlich modifi-
zierte Derivate des Chlorophylls bereits in der Kalkalge
Emiliana huxleyi entdeckt.'¥ Die Porphyrinoide (,,Chloro-
phylle c*) des Photosystems dieses marinen Photoautotro-
phen sind anstelle eines Phytolrests mit einem Galac-
tosyldiacyltriglycerid an der Propionsédureseitenkette veres-
tert." Die im Ma-FCC-61 entdeckte 6-a-Galactopyranosyl-
(1—6)-p-galactopyranosyl-(1—1)-glyceryl-Einheit entspricht
andererseits genau dem polaren Kopf der in Thylakoid-
Membranen und anderen Teilen der Pflanze als Galac-
tosyldiacyltriglyceride ~ ubiquitdren  Lipide.’¥  Galac-
tosyldiacyltriglyceride werden von Lipasen sehr stark ge-
bunden, die deren Ester unter Abspaltung des polaren Teils
hydrolysieren kénnen.'” Das Chlorophyllabbauprodukt Ma-
FCC-61 konnte ein Baustein fiir den Aufbau (oder allenfalls
ein unabsichtlich erzeugtes Abbauprodukt) von bis dato nicht
entdeckten und noch komplexeren Pigmenten darstellen.

Interessanterweise gibt es derzeit (noch) keine konkreten
Indizien fiir eine physiologische Funktion der linearen Te-
trapyrrole, die beim Abbau des Chlorophylls universell auf-
treten. Das ist bemerkenswert, denn die strukturell ver-
wandten Abbauprodukte des Hiams (z.B. Biliverdin und
Phycobiline in hoheren Pflanzen und Algen oder Biliverdin
und Bilirubin in tierischen Organismen) erfiillen wichtige
physiologische Funktionen.'®2" Der Chlorophyllabbau gilt
tatsichlich in erster Linie als ein Entgiftungsprozess.”!! Bei
der weiteren Untersuchung farbloser Chlorophyllabbaupro-
dukte des NCC-Typs wurden aber deren bemerkenswerte
antioxidative Eigenschaften erkannt, die moglicherweise in
Friichten von besonderer Bedeutung sind."

Uberlegungen iiber die positive Beeinflussung der Halt-
barkeit von Bananen durch Chlorophyllkataboliten wurden
im Zusammenhang mit der Entdeckung der strukturell ver-
wandten FCCs in Bananenschalen angestellt."”! Die biosyn-
thetische Veresterung von FCCs in der Bananenpflanze, ins-
besondere mit einer ungewohnlichen Disaccharideinheit wie
beim Ma-FCC-61, lenkt das Augenmerk verstdrkt auf eine
mogliche physiologische Bedeutung und damit auf eine et-
waige endogene Wiederverwendung von FCCs. FCCs absor-
bieren sehr effektiv UV-Strahlung und emittieren im Ge-
genzug blaues Licht, d.h. sie sind optische Aufheller fiir das
menschliche AugeP und auch eine Art ,endogener Son-
nenschutz“ gegen UV-Licht.[’]

In seneszenten Bananenblittern weicht der Chlorophyll-
abbau offensichtlich vom allgemein bekannten Abbauweg in
hoheren Pflanzen ab*! und scheint auf der Stufe der blau lu-
mineszierenden FCCs stehen zu bleiben. Sowohl in leuchtend
gelben Bananen!'”! als auch in seneszenten Bereichen iiber-
reifer Bananen reichern sich FCCs an"¥ und bewirken deren
blaue Lumineszenz. Die FCCs aus Bananenblittern (Ma-
FCCs) unterscheiden sich jedoch von ihren Analoga aus Ba-
nanenschalen aufgrund ihrer (meist) deutlich geringeren Po-
laritit."") In beiden Fillen weist die massenspektrometrische
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Analyse auf komplexe Modifikationen der Propionsdure-
Seitenkette hin (siehe die Hintergrundinformationen), d.h.,
in seneszenten Bananenblittern akkumulieren neue blau lu-
mineszierende FCC-Varianten mit komplexeren Modifika-
tionen. Diese bemerkenswerte Entdeckung in Bananenblit-
tern ist allerdings nicht einzigartig: Auch in gelben Bléttern
von Spathiphyllum wallisii™® sind bemerkenswerte Mengen
an FCCs angereichert, deren Struktur wir derzeit genauer
untersuchen.

Um mehr iiber die Verteilung der Ma-FCCs innerhalb des
Blatts zu erfahren, wurden sowohl licht- als auch fluores-
zenzmikroskopische Methoden angewendet. Bei der Analyse
des Querschnitts eines seneszenten Blatts konnte das blau
lumineszierende Material vor allem im Palisadenparenchym
lokalisiert werden (Abbildung3c). Diese Zellen sind
hochstwahrscheinlich auch der Ort, an dem sich die FCCs
anreichern. Daneben lisst sich eine blaue Fluoreszenz auch in
dickeren Zellwénden beobachten, z.B. in der Epidermis und
den Xylem-Tracheiden und Sklerenchym-Fasern, die jedoch

50 um

Abbildung 3. Querschnitte seneszenter gelber Bananenblatter unter
dem Hellfeldmikroskop (a) sowie unter dem Fluoreszenzmikroskop
(b: Anregung bei A= (4704 20) nm und Emission bei A>515 nm; c:
Anregung bei A= (365=+12) nm und Emission bei 1 >397 nm).
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anderen Zellwandbestandteilen zugeschrieben wird.”*>!
Diese Zellwandfluoreszenz ist auch in den griinen Bananen-
bliattern erkennbar, wihrend die deutliche blaue Lumines-
zenz im Lumen der griinen Zellen fehlt (Abbildung S4).

Im gelben Bananenblatt ist immer noch eine Spur roter
Fluoreszenz des Chlorophylls zu beobachten, das grotenteils
in den intakten Chloroplasten der StomataschlieBzellen
sowie in einzelnen Parenchymzellen lokalisiert ist (Abbil-
dung 3b). Daneben treten rundliche gelbe Zellbestandteile
auf, bei denen es sich um Fetttropfchen handeln diirfte. Tat-
séchlich konnten auch in seneszenten, gelben Bananenblit-
tern mithilfe von Transmissionselektronenmikroskopie os-
miophile Globuli beobachtet werden, die diese Interpretation
stiitzen (Abbildung S5). Chloroplasten verandern sich wih-
rend der Blattseneszenz zu Gerontoplasten, und im Zuge
dessen beobachtet man einen Verlust von Thylakoidmem-
branen bei gleichzeitiger massiver Anreicherung von lipid-
haltigen Plastoglobuli.?! Beim Aufplatzen der Gerontoplas-
ten gelangen die Plastoglobuli in das Cytoplasma,?” was zur
Bildung von Fetttropfchen fiihrt. Ein ganz dhnlicher Prozess
konnte auch in den Schalen einer reifenden Banane wihrend
der Differenzierung der Chromoplasten ablaufen.!

Wenn sich Blétter von Pflanzen verfirben oder Friichte
reifen, treten faszinierende Farben in Erscheinung (etwa bei
Laub werfenden Biumen und Striuchern im Herbst®®1),
deren Entstehung sowohl biologische®?! als auch okologi-
scheP” Fragen aufwirft. Dass vergilbende Blitter auch eine
starke Lumineszenz zeigen konnen, ist nur bei sehr wenigen
Pflanzen bekannt. Ein Beispiel dafiir ist Ginkgo biloba;®" die
Lumineszenz seiner seneszenten Blitter wird durch ein un-
gesittigtes Alkaloid hervorgerufen.®) Man nimmt an, dass
sich leuchtend farbige Friichte gerade wegen ihrer Signal-
wirkung auf fruchtfressende Tiere entwickelt haben, um
damit die Verteilung ihrer Samen zu gewihrleisten.F**! Die
blaue Lumineszenz von Bananen konnte eine derartige
Funktion ausiiben.'” Das zusitzliche »Anzeigen“ von
Friichten® durch farbenfrohe (und mdoglicherweise leuch-
tende) Bldtter konnte ein weiteres optisches Signal der
fruchttragenden Pflanzen sein. Die Wahrnehmung ausge-
pragter Farben von Friichten, Bldttern und Bliiten diirfte
Wesentliches zur Kommunikation zwischen Pflanzen einer-
seits und Insekten, Vogeln und anderen Tieren andererseits
beitragen .3

Wir haben hier die Beobachtung der blauen Lumineszenz
von seneszenten Bananenblittern beschrieben. Den groten
Beitrag dazu leisten Verbindungen, die als neuartige Varian-
ten von ,persistenten” und einzigartig ,,hypermodifizierten*
Tetrapyrrolen identifiziert wurden. Diese Entdeckung fiihrt
in erster Linie zur Revidierung der bisherigen Auffassung,
dass die Chlorophylle in seneszenten Blittern iiber einen
allgemeinen Weg hin zu NCCs als ,,Endprodukten‘ abgebaut
werden.*?) AuBerdem wird die Aufmerksamkeit auf dem
Gebiet des Chlorophyllabbaus zusehends in Richtung einer
moglichen physiologischen Funktion von FCCs und anderen
Chlorophyllkataboliten gelenkt. Dariiber hinaus konnen die
»bestandigen“ FCC als endogene Produkte und lumineszie-
rende Signale von Zellen verstanden werden, die fiir den Tod
,programmiert“ sind. Als natiirliche molekulare Senes-
zenzmarker werden sie génzlich neue, weil nichtinvasive
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Einblicke in zelluldre Prozesse in Blattern und Friichten ge-
wihren.

Experimentelles

Isolierung und spektroskopische Charakterisierung von Ma-FCC-61:
Die gelben Bereiche von frischen seneszierenden Bananenblittern
(42 g Probenmaterial) wurden gesammelt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Nach Extraktion mit Methanol und Reinigung durch
semipraparative HPLC (siehe die Hintergrundinformationen) konnte
ein Rohprodukt gewonnen werden, das nach Entsalzung ein weiteres
Mal durch semipréiparative HPLC aufgereinigt wurde. Die Fraktion,
die Ma-FCC-61 enthielt, wurde entsalzt und im Hochvakuum ge-
trocknet. Dadurch konnte eine reine Probe von 4.2 mg Ma-FCC-61
gewonnen werden, die fiir folgende spektroskopische Untersuchun-
gen herangezogen wurde: UV/Vis-Spektroskopie (MeOH): 4,4 (Le1):
379 sh (0.482), 358.5 (0.692), 316.5 (1.0). Fluoreszenzspektroskopie
(MeOH, Anregung bei 360 nm): 4,,,, bei 446 nm (siche Abbildung 1).
Hochauflosende Massenspektrometrie (HR-MS, Details siehe die
Hintergrundinformationen).

Alle Fotos wurden mit einer auf einem Stativ befestigten digita-
len Spiegelreflexkamera (Canon EOS 450D) aufgenommen. Als
Beleuchtung diente Tageslicht (Belichtungszeit 0.167 Sekunden) oder
UV-Licht (UV-Lampe Benda NU-15 KL, 15 W, nominale Emission
366 nm, Belichtungszeit 10 Sekunden). Querschnitte von griinen und
seneszenten Teilen eines Bananenblatts fiir die Licht- und Fluores-
zenzmikroskopie wurden mithilfe einer Rasierklinge hergestellt. Die
Schnitte wurden dann mit einem Zeiss Axiovert 200m Mikroskop
untersucht, das mit einer Zeiss Axiocam MRc5 Kamera (Carl Zeiss
AG, Jena, Deutschland) ausgeriistet war. Fiir Fluoreszenzaufnahmen
wurde entweder der Filtersatz 01 (Anregung BP 365/12 nm, Emission
LP 397 nm) oder der Filtersatz 09 (Anregung BP 450-490, Emission
LP 515 nm) verwendet.
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