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Ein Dioxobilan als Produkt eines divergenten Chlorophyllabbaus in

Spitzahorn**
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Professor Mordecai Rubin zum 85. Geburtstag gewidmet

Der Chlorophyllabbau ist ein Kennzeichen der Blattsenes-
zenz und tragt maBgeblich zur Entstehung des herbstlichen
Farbenspieles bei."? Auffallenderweise wurden wesentliche
Puzzleteile dieses rétselhaften biologischen Phianomens erst
in den letzten zwei Jahrzehnten gefunden.’™ Ein entschei-
dender Durchbruch gelang mit der Identifizierung und
Strukturaufkldrung eines farblosen tetrapyrrolischen Chlo-
rophyllkataboliten, der als Hv-NCC-1 bezeichnet wurde.
Die inzwischen erzielte Charakterisierung weiterer tetrapyr-
rolischer Chlorophyllkataboliten lieferte eine wichtige
strukturchemische Basis fiir detaillierte Einblicke in den
Abbauweg des Chlorophylls in hoheren Pflanzen.®! Farblose
Tetrapyrrole, die als ,,nicht-fluoreszierende“ Chlorophyllka-
taboliten (NCCs) bezeichnet wurden, wie der bereits er-
wihnte Hv-NCC-1, akkumulieren in der Regel in seneszenten
Blittern hoherer Pflanzen.”! NCCs gelten damit als die
»Endprodukte®“ eines gut kontrollierten, ,linearen“ und
weitgehend einheitlichen Abbauweges in seneszenten Blét-
tern (Schema 1).7-*

Hier widmen wir uns der Untersuchung des Chloro-
phyllabbaus in seneszenten Blittern des Spitzahorns (Acer
platanoides; siehe Hintergrundinformationen, Abbildun-
gen S1 und S2), eines in Eurasien heimischen Laubbaumes.!!
Uberraschenderweise konnten in frischen Extrakten von
gelbgriinen (oder gelben) Ahornblittern mittels Hoch-
druckfliissigchromatographie (HPLC) keine Verbindungen
mit den Absorptionseigenschaften der typischen farblosen
Chlorophyllabbauprodukte nachgewiesen werden. Insbeson-
dere konnten keine Spuren von NCCs in seneszenten
Ahornblittern gefunden werden. Stattdessen wurde eine
dominante Verbindung identifiziert, die ein UV-Spektrum
mit breiten Banden im Bereich von 237 bis 274 nm aufwies
(Abbildungen 1 und 2). Ein derartiges Spektrum war bereits
von zwei ,urobilinogenoiden® Chlorophyllabbauprodukten
bekannt,'”! die (neben dem Hv-NCC-1)f! in seneszenten
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Schema 1. Der Chlorophyllabbau im Uberblick. Dargestellt sind Struk-
turformeln von identifizierten Kataboliten aus der Gerste (Hordeum
vulgare).®”! Chlorophyll a (R=CH;) und b (R=CH=0) werden in se-
neszenten Chloroplasten zu primirem FCC (pFCC) abgebaut. Im Zyto-
sol wird der pFCC enzymatisch modifiziert, und die gebildeten mFCCs
werden in die Vakuole transportiert, wo die NCCs (z.B. der H»-NCC-1)
durch eine chemische Isomerisierung entstehen. Hy-UCCs wurden
ebenfalls in Gerstenblittern gefunden und gelten als Oxidationspro-
dukte des Hy-NCC-1.1)
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Abbildung 1. HPLC-Analyse eines Extrakts von seneszenten Spitz-
ahornblattern. Der Katabolit 1 liefert ein deutliches Signal bei 250 nm
und ein sehr schwaches bei 320 nm (wo NCCs eine charakteristische
Absorption aufweisen).®!
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Abbildung 2. CD- und UV-Spekiren des Kataboliten 1. a) CD-Spektrum
von 1 (—) und von Hv-UCC-1 (-----) in MeOH; b) UV-Absorptions-

spektrum von 1 in MeOH.

Gerstenblittern (Hordeum vulgare) gefunden wurden und
deren Entstehung mit einer Oxidation des Hv-NCC-1 erklért
wurde. Sekundire oxidative Umwandlungen von NCCs
wurden kiirzlich auch in anderen seneszenten Blittern be-
obachtet, in denen gelbe und rote Dehydrierungsprodukte
der tetrapyrrolischen NCCs identifiziert wurden.!'>!?!

Ein Extrakt aus 130 g seneszenten Spitzahornbléttern
(Nassgewicht) wurde zuerst mit Mitteldruck-Flussigkeits-
chromatographie (MPLC) gereinigt, wodurch 88 mg Roh-
produkt des Dioxobilans 1 erhalten werden konnten. 20 mg
des Rohproduktes wurden anschlieBend mithilfe priparativer
HPLC aufgetrennt, wodurch 4.8 mg des Dioxobilans 1 in
Form eines gelblichen Pulvers isoliert wurden. Im ESI-Mas-
senspektrum™ von 1 wurde ein deutliches Signal bei m/z =
667.19 (von [M+H]", siche unten) detektiert. Die aus dem
Massenspektrum abgeleitete Summenformel von
C3,Hy,N,Oyy wurde durch ein hochaufgelostes ESI-Massen-
spektrum bestitigt, das ein deutliches Signal des Quasimole-
kiilions [C3,H,,N,O,K]" bei m/z =705.2523 zeigte (m/zpe,. =
705.2533). Die Struktur von 1 wurde mithilfe multidimen-
sionaler, homo- und heteronuklearer NMR-Spektroskopie
abgeleitet.'” Das 'H-NMR-Spektrum von 1 (in CD;OD)
zeigte die Signale von 33 Wasserstoffatomen. Im Hochfeld-
bereich waren vier Singuletts von Methylgruppen deutlich zu
sehen, ein fiinftes Singulett bei 6 =3.75 ppm konnte einer
Methylestergruppe zugeordnet werden (siche Abbildung S5
der Hintergrundinformationen). Im Tieffeld ab 6 >5 ppm
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waren keine Signale mehr zu beobachten, weshalb das Vor-
handensein einer Vinyl- oder Formylgruppe in 1 auszu-
schlieBen war. Die Struktur von 1 konnte eindeutig durch die
Zuordnung aller 33 nicht austauschbaren H-Atome bzw. aller
C-Atome mithilfe eines Satzes von 'H,'H-ROESY-, 'H,'H-
COSY-, 'H,®C-HSQC- bzw. 'H,°C-HMBC-Experimenten
bestimmt werden (siche Hintergrundinformationen, Abbil-
dungen S3 und S4). Die Konstitution des Kataboliten 1 ent-
spricht also der eines Dioxobilans (Schema 2).1¢!

Das Dioxobilan 1 hatte also dieselbe Konstitution wie die
beiden epimeren ,,urobilinogenoiden“ Chlorophyllkataboli-
ten (UCCs), die frither in den seneszenten Blittern der
Gerste gefunden wurden, und die hier als Hv-UCC-1 und Hv-
UCC-2 bezeichnet werden.'” Bei HPLC-Koinjektionsexpe-
rimenten zeigten das Dioxobilan 1 und Hv-UCC-1, der po-
larere, ,,urobilinogenoide* Katabolit aus seneszenten Gers-

epi-pFCC

hypermodifizierte FCCs
(hmFCCs)

~
H \ Zytosol
HO,C 6020H3 Vakuole
sFCC
l Ox

Dioxobilan 1

6-nor-FCC 2

Schema 2. Die spiteren Phasen des Chlorophyllabbaus in seneszenten
Blattern des Spitzahorns (Acer platanoides) im Uberblick. Am Beginn
des vorgeschlagenen Abbauweges steht der ,,primire* FCC, epi-pFCC,
das C-1-Epimer des urspriinglich charakterisierten pFCC.”"! Nach Hy-
droxylierung an C-8%, gefolgt (in unbekannter Reihenfolge) von einer
Dihydroxylierung der Vinylgruppe an C-3 und oxidativer Deformylie-
rung an C-6, entsteht der noch unbekannte 6-nor-FCC 2 im Zytosol.
Das Dioxobilan 1 kénnte in der Vakuole durch eine hypothetische Iso-
merisierung von 2 entstehen, nachdem 2 durch einen Kataboliten-
transporter X in die Vakuole transportiert wurde. Hypermodifizierte
FCCs (hmFCCs, die in Bananen auftraten)® und NCCs, wie sie z.B. in
seneszenten Blittern der Gerste gefunden wurden,® wurden im Spitz-

ahorn nicht detektiert.
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tenblittern, dieselben Retentionseigenschaften (siehe Hin-
tergrundinformationen und Abbildung S6). Ein auffallend
unterschiedliches spektroskopisches Merkmal ergab sich aber
beim Vergleich der Circulardichroismus(CD)-Spektren von 1
und Hv-UCC-1: Das CD-Spektrum von 1 war praktisch das
Spiegelbild der Spektren des Hv-UCC-1 (Abbildung 2) und
seines (mutmaBlichen) C-9-Epimers."*!)

Interessanterweise sind die CD-Spektren von Hv-UCC-1
und Hv-UCC-2 sehr #hnlich," und die unterschiedliche re-
lative Konfiguration an den Kohlenstoffatomen C-1 und C-9
hat einen geringen Einfluss auf die CD-Spektren dieser
beiden epimeren Hv-UCCs. Im Unterschied dazu deuten die
beinahe spiegelbildlichen CD-Spektren von 1 und Hv-UCC-1
auf einen stereochemisch relevanten Unterschied hin, der auf
eine gegenldufige Konfiguration an der C-15-Mesoposition
zwischen den (substituierten) Pyrrolringen C und D zuriick-
zufiihren ist. Dieser Schluss ist konsistent mit der Zuordnung
der breiten Banden bei 274 und 238 nm in den Absorptions-
spektren von 1 und den Hv-UCCs zu diesen beiden Pyrrol-
ringen.'®  Weitgehende Ubereinstimmungen der NMR-
spektroskopischen und HPL-chromatographischen Daten
von 1 und dem isomeren Hv-UCC-1 weisen darauf hin, dass
die wechselseitige Strukturdhnlichkeit auch eine gemeinsame
relative Konfiguration an den Kohlenstoffatomen C-15 bzw.
C-13? sowie an C-1 und C-9 einschlieBt, den beiden weiteren
Stereozentren im Tetrapyrrolgeriist (siche Hintergrundinfor-
mationen, Tabelle SI). Die derart hergeleitete gegenlaufige
Konfiguration von C-1 in 1 und Hv-UCC-1 ist tatsédchlich
kompatibel mit der abgeleiteten Existenz von (C-1)-epimeren
primiren FCCs (pFCC und epi-pFCC; FCC = fluoreszieren-
der Chlorophyllkatabolit) in Gerste und in Ahorn.'” Ein
genauer Vergleich der chemischen Verschiebungen und
Kopplungskonstanten in den "H-NMR-Spektren von 1 und
den publizierten '"H-NMR-spektroskopischen Daten von Hy-
UCC-1"" wies auf Unterschiede fiir Protonen an oder in der
Nihe der Dihydroxyethylgruppe an C-3 hin (siche Hinter-
grundinformationen, Tabelle S1). Diese NMR-spektrosko-
pisch ermittelte Differenz deutet eine unterschiedliche rela-
tive Konfiguration an C-3' in Bezug auf C-1 an. Laut den
vorliegenden Daten sind das Dioxobilan 1 und Hv-UCC-1
Pseudoenantiomere, bei denen — mit Ausnahme von C-3! —
alle Kohlenstoffstereozentren die umgekehrte absolute
Konfiguration (und damit die gleiche relative Konfiguration)
aufweisen.

Die hergeleitete umgekehrte Konfiguration an C-15von 1
und von Hv-UCC-1 ist sehr bemerkenswert: Das Mesokoh-
lenstoffatom C-15 ist nicht nur in 1 und den Hv-UCCs resis-
tent gegen Epimerisierung,'”! sondern auch in den NCCs, z. B.
im Hv-NCC-1.”" Den ,,urogenobilinoiden“ Kataboliten Hv-
UCC-1 und Hv-UCC-2 wurde deshalb dieselbe absolute
Konfiguration an C-15 (und an C-1) zugeordnet wie in ihrer
vermuteten Vorstufe, dem Hv-NCC-1 (Schema 1).'" Fiir alle
natiirlichen NCCs wurde eine einheitliche Konfiguration an
C-15 vorgeschlagen.””! Dieses gesiittigte Stereozentrum bildet
sich ndmlich im Zuge des Chlorophyllabbaus durch stereo-
spezifische, nicht-enzymatische Isomerisierung von FCCs,*!
wodurch NCCs mit einheitlicher R-Konfiguration an C-15
entstehen.*?

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Das Dioxobilan 1 scheint ebenfalls hoch stereoselektiv
gebildet zu werden, da es keine Hinweise auf ein weiteres
Isomer in seneszenten Spitzahornblittern gibt. HPLC-Ana-
lytisch konnte auBlerdem nachgewiesen werden, dass die
Menge des gefundenen Kataboliten 1in etwa 50 % der Menge
der abgebauten Chlorophylle entspricht. Das stereochemisch
abweichende Dioxobilan 1 muss einen anderen Ursprung
haben als die Hv-UCCs, von denen angenommen wird, dass
sie im Zuge einer Oxidation aus Hv-NCC-1 innerhalb der
Pflanzenzelle entstehen.'”! Die hergeleitete S-Konfiguration
an C-15 schlieBt eine (rationelle) Bildung ausgehend von
bekannten Tetrapyrrolen mit Strukturen vom Typ Hv-UCC-1
oder Hv-NCC-1 aus. Die Unterschiede in der Konfiguration
des Dioxobilans 1 auf der einen Seite sowie des Hv-NCC-1
und den daraus stereounselektiv gebildeten epimeren Hv-
UCCs auf der anderen Seite setzen also unterschiedliche
Wege ihrer Entstehung voraus.

Wegen des Fehlens eines plausiblen Uberganges von
einem natiirlichen NCC zum Kataboliten 1 stellt sich die
Frage nach dem Ursprung von 1 und der Stelle, an der die
Bildung von 1 von der Bildung anderer farbloser Chloro-
phyllkataboliten abweicht. Insbesondere der entscheidende
Verlust der Formylgruppe an C-6 muss der sdurekatalysier-
ten, die R-Konfiguration an C-15™! bestimmenden Isomeri-
sierung eines FCC zum NCC vorangehen. Eine oxidative
Deformylierung eines entsprechenden FCC wird daher als
der abweichende Schritt bei der Bildung von 1 angenommen
(Schema 2). Dieser Vorschlag setzt allerdings die Bildung
eines bis dato nicht beobachteten, vermutlich kurzlebigen
Tetrapyrrols wie des 6-nor-FCC 2 voraus, dessen Isomerisie-
rung stereoselektiv zur Bildung des Dioxobilans 1 mit S-
Konfiguration an C-15 fiihrt (Schema 2). Diese hypothetische
Isomerisierung wiirde eine Diastereoselektivitdt erfordern,
die gegeniiber der bekannten sidurekatalysierten Isomerisie-
rung von FCCs zu NCCs effektiv umgekehrt ist. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um die Relevanz des hier
vorgeschlagenen katabolischen Abbauweges abzuschitzen,
inklusive des hypothetischen Katabolits 2 als potenziellem
Intermediat (Schema2). Interessanterweise wurde im
Rahmen neuer Untersuchungen von seneszenten Arabidop-
sis-thaliana-Blittern™! in unserem Labor ein fluoreszierendes
Tetrapyrrol entdeckt, das die fiir den Chromophor des hy-
pothetischen 6-nor-FCC 2 zu erwartenden UV-Absorptions-
eigenschaften aufweist.?

Die frithen Schritte des Chlorophyllabbaus in hoheren
Pflanzen liefern nach einem gemeinsamen Abbauweg ,,pri-
mire“ FCCs und finden in seneszenten Chloroplasten statt.
In der darauffolgenden Phase mit ,sekunddren” FCCs
(sFCCs) laufen eine Reihe von (enzymkatalysierten) Seiten-
kettenmodifikationen ab, von denen man annimmt, dass sie
im Zytosol der seneszenten Pflanzenzelle stattfinden.*! Wie
erst kiirzlich entdeckt, bilden sich dabei in manchen senes-
zenten Blittern®?” (z.B. von der immergriinen Pflanze
Spathiphyllum wallisii)® und in reifenden Bananen?)
,modifizierte* und ,hypermodifizierte FCCs (hmFCCs;
Schema 2). Das Auftreten des Dioxobilans 1 legt nahe, dass es
noch einen anderen Typ einer natiirlichen Umwandlung eines
FCC in einer seneszenten Pflanzenzelle geben muss, der eine
Deformylierung am C-6 umfasst. Der hier vorgeschlagene,
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hypothetische 6-nor-FCC 2 wire der erste fluoreszierende
Chlorophyllkatabolit, der eine natiirliche Verdnderung des
Tetrapyrrolgeriists aufweist (die aber den eigentlichen Fluo-
rophor nicht betrifft). Die Entdeckung des Dioxobilans 1 als
Hauptabbauprodukt der Chlorophylle in Spitzahorn zeigt
damit einen Chlorophyllabbauweg auf, der sich vom bisher in
laubwerfenden Bidumen bekannten unterscheidet. Interes-
santerweise ist der Spitzahorn bislang der erste Vertreter der
Familie der Sapinddceae™, dessen Chlorophyllkataboliten
analysiert wurden.

Im Unterschied zu den héufig auftretenden NCCs und
den meisten anderen bekannten Chlorophyllkataboliten!”*!
fehlt dem farblosen linearen Tetrapyrrol 1 eine Formylgruppe
an der Spaltungsstelle des porphyrinoiden Makrocyclus.
Seine Struktur erinnert daher an die Gallenpigmente, wie
Bilirubin und die Phytobiline,'” die Produkte des Himab-
baus und wichtige Komponenten des Metabolismus in S&u-
getieren und Pflanzen sind.’!! Der hier vorgeschlagene, ge-
steuerte Abbau von Chlorophyll zu Dioxobilanen, wie zu 1,
kann ein weiterer Hinweis dafiir sein, dass auch vom Chlo-
rophyll abstammende lineare Tetrapyrrole in Pflanzen bio-
logisch relevant sind. Der Chlorophyllabbau wurde zwar zu-
nichst in erster Linie als Entgiftungsprozess und die NCCs als
die daraus resultierenden Entgiftungsprodukte verstanden;
andererseits wurde vorgeschlagen, eine mogliche physiologi-
sche Rolle von NCCs in Betracht zu ziehen, als sie als ef-
fektive Antioxidantien in Schalen reifender Friichte identifi-
ziert wurden.” Die enzymkatalysierte Bildung von blau lu-
mineszierenden und ,persistenten hypermodifizierten
FCCs,”! wie auch der hier beschriebene abweichende Weg
des Chlorophyllabbaues, bestidrken diese alternative Auffas-
sung weiter, dass die — noch immer unbekannte — physiolo-
gische Relevanz von Chlorophyllkataboliten in hoéheren
Pflanzen nicht auler Acht gelassen werden sollte.

Experimentelles

HPLC-Analyse: Ein seneszentes Spitzahornblatt wurde in einem
Morser mit 0.5 g Seesand und 3 mL Methanol (MeOH) verrieben.
200 pL dieses Extraktes wurden mit 800 uL 50 mm Phosphatbuffer
(pH7) verdinnt. Nach fiinfminiitigem Zentrifugieren bei
13000 Umin~" wurden 20 pL in die analytische RP-HPLC (RP=
Umkehrphase) einspritzt (Abbildung 1); Details sieche Hintergrund-
informationen.

Isolierung von Katabolit 1 (Details siche Hintergrundinforma-
tionen): 130 g Spitzahornblitter (Acer platanoides, siche Hinter-
grundinformationen, Abbildungen S1 und S2), die in einem frithen
Seneszenzstadium am 20. Oktober 2008 im Innsbrucker Hofgarten
gesammelt wurden, wurden gefriergetrocknet und mit MeOH extra-
hiert. Die Anreicherung des Kataboliten wurde durch Fillung in
Diethylether und nachfolgende MPLC erreicht. Das Rohprodukt
wurde mithilfe préparativer HPLC gereinigt (isokratische Losungs-
mittelzusammensetzung; 5S0mMm  Kaliumphosphatbuffer (pH 7)/
MeOH 70:30). Nach dem ,,Entsalzen* wurden 4.8 mg eines analytisch
reinen Kataboliten 1 als gelbliches Pulver erhalten.

Spektroskopie (Details siche Hintergrundinformationen): Cha-
rakterisierung von Katabolit 1: UV/Vis (Hitachi U-3000, MeOH, ¢ =
2.25x 107*M, Apae [nm] (loge)): 210 (4.75), 237 sh (4.49), 274 sh (4.00);
CD (Jasco J715, MeOH, ¢=2.25x10"*M): A [nm] (Ag)=227
(—40), 254 sh (6), 283 (39), 314 nm (—7) (Abbildung 2). 'H- und “C-
NMR siehe Hintergrundinformationen. ESI-HR-MS (Bruker FT-
ICR Apex Ultra, ESI im Positiv-Ionen-Modus, Polypropylenglycol als
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interner Massenstandard, MeOH/Wasser als Losungsmittel): m/z =
705.2532 ([M+K]"; m/zy.,, fiir [C3,H,pN,O 0K ]F =705.2533).
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Stichwoérter: Chlorophyll - Farbstoffe/Pigmente - Kataboliten -
Naturstoffe - Porphyrinoide
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