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Abstract: Der Chlorophyllabbau findet in hoheren Pflanzen
iiber den ,, PaO/Phyllobilin“-Weg statt. Dabei werden zwei
wichtige Phyllobilin-Typen gebildet, die charakteristischen 1-
Formyl-19-oxobiline und die vor kurzem entdeckten 1,19-
Dioxobiline. Die hypothetische Verzweigung ist immer noch
unbekannt, an welcher sich die urspriinglich gebildeten 1-
Formyl-19-oxobiline in 1,19-Dioxobiline umwandeln. Hier
kliren wir diesen hypothetischen und entscheidenden Uber-
gang durch die Identifizierung des ersten natiirlichen fluores-
zierenden Chlorophyll-Kataboliten vom 1,19-Dioxobilin-Typ
(DFCC) auf Dieses kurzlebige Zwischenprodukt des Chloro-
phyllabbaus wurde aus Extrakten von Arabidopsis-thaliana-
Blittern isoliert, die sich in einem frithen Seneszenz-Stadium
befanden. Dieser DFCC konnte als direkte Vorstufe des
hauptsichlich  entstehenden, nichtfluoreszierenden 1,19-
Dioxobilins identifiziert werden, das sich in seneszenten Blit-
tern anreichert.

VOr 25 Jahren, als man noch glaubte, Chlorophyll (Chl)
verschwiénde in den Pflanzen, ohne eine Spur zu hinterlas-
sen,!'! konnte ein farbloser Chl-Katabolit als ein lineares Te-
trapyrrol  vom  1-Formyl-19-oxobilin-Typ  identifiziert
werden,” was den Weg fiir die weitere strukturgeleitete Er-
forschung des ,,PaO/Phyllobilin“-Abbaus des Chlorophylls
ebnete.”! Eine oxidative Spaltung des Chl-Makroringes fiihrt
demnach zu 1-Formyl-19-oxobilinen und 6ffnet damit den
Weg zu den verschiedenen bilinartigen Kataboliten des Chls,
den Phyllobilinen.”*¥ Vor kurzem wurde auBerdem entdeckt,
dass sich der Chl-Abbau ,,verzweigt* und sich Chl-Kataboli-
ten vom 1,19-Dioxobilin-Typ (DCCs) in einer zweiten
Hauptfamilie der Phyllobiline entstehen.F*! Diese (Typ-II-)
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Phyllobiline, zu denen etwa die nichtfluoreszierenden Chl-
Kataboliten vom 1,19-Dioxobilin-Typ (DNCCs) gehoren,
sind iiberwiegend farblos.”! Urspriinglich wurde davon aus-
gegangen, dass DNCCs die Deformylierungsprodukte der
Hnichtfluoreszierenden“ Chl-Kataboliten (NCCs) darstel-
len,’™ aber bisher konnte der natiirliche Schritt, der 1-
Formyl-19-oxobiline in DCCs umwandelt, noch nicht geklart
werden.”¥ Die ritselhafte stereochemische Vielfalt der na-
ttirlichen DNCCs lie8 NCCs nicht als wahrscheinliche Vor-
stufen der DNCCs erscheinen.” Aus diesem Grund wurde
eine frithere Abzweigung im ,,PaO/Phyllobilin“-Abbauweg
von Chl vermutet, in der ein noch unbekannter fluoreszie-
render Chl-Katabolit des Dioxobilin-Typs (DFCC) die Vor-
stufe der DNCCs wire (Abbildung 1).P

Ein aullergewohnliches Cytochrom-P450-Enzym
(CYP89A9) wurde vor kurzem in Arabidopsis thaliana (A.
thaliana) identifiziert, das die In-vitro-Deformylierung eines
Hprimdren* fluoreszierenden Chl-Kataboliten (pFCC) zu
epimeren ,,primiren DFCCs (pDFCCs) katalysierte.l! In
einer schwach sauren Losung isomerisierten die epimeren
pDFCCs schnell weiter zu einem entsprechenden Paar
DNCC:s. Die beiden Schliisselschritte im ,,Dioxobilin-Zweig*
des Chl-Abbaus schienen also geklirt zu sein.”! Leider lieBen
diese Befunde weder einen Riickschluss auf das stereoche-
mische Ergebnis der hypothetischen DFCC-DNCC Isomeri-
sierung zu,” noch wurde dadurch ein wesentlicher Schritt im
,natiirlichen“ Dioxobilin-Weg durch die In-vitro-Enzym-
reaktion identifiziert. Wir waren nun jedoch in der Lage,
einen transient existierenden, natiirlichen DFCC in einem
frithen Seneszenz-Stadium von Blittern der Modellpflanze A.
thaliana abzufangen und dessen Isomerisierung zu einem
DNCC zu beobachten. Diese Isomerisierung war schnell und
fiihrte duBerst stereoselektiv zum At-DNCC-33, dem wich-
tigsten natiirlichen DNCC in den seneszenten A.-thaliana-
Blittern (dieser DNCC wurde frither als A-NDCC-1 be-
zeichnet).["!

Um dieses frithe Zwischenprodukt des Chl-Abbaus im A.-
thaliana-Wildtypus abzufangen, wurden frische Extrakte von
2 Tage dunkel-inkubierten Blattern (frithes Seneszenz-Stadi-
um) analysiert. Die HPLC-Analyse zeigte, mit fritheren Un-
tersuchungen iibereinstimmend, eine Vielfalt an Chl-Kata-
boliten (sieche Abbildung 2 und Abbildung S2 in den Hinter-
grundinformationen).®*”) Neben nichtfluoreszierenden Frak-
tionen, die eine Absorption bei ca. 315 nm aufwiesen und als
NCCs klassifiziert wurden, konnten auch wichtigere Frak-
tionen identifiziert werden, die schwache Absorptionen im
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Abbildung 1. Die beiden Phyllobilin-Hauptzweige des Chl-Abbaus in
héheren Pflanzen: Typ-I-Phyllobiline (1-Formyl-19-oxobiline) werden
zuerst gebildet (links), die vom Typ Il (1,19-Dioxobiline) anschlieflend
(rechts). Die ,,natiirliche” Verzweigung von Typ-I- zu Typ-Il-Phyllobili-
nen blieb aber erst noch zu identifizieren.
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Abbildung 2. HPLC-Analyse der Chl-Kataboliten von einem A.-thaliana-
Blattextrakt (Wildtypus). Links: Analyse von Blittern in einem frithen
Seneszenz-Stadium (2 Tage Lagerung in Dunkelheit). Rechts: Analyse
von gelben, seneszenten Blittern, die 6 Tage lang dunkel inkubiert
wurden (obere Spur: Absorption bei 254 nm, untere Spur: Lumines-

zenz bei 450 nm). Fur weitere Details siehe die Hintergrundinformatio-

nen.
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Abbildung 3. A) UV/Vis-Spektren des At-DFCC-33 (1, durchgezogenen
Linie) und des At-DNCC-33 (2, gestrichelte Linie). B) UV/Vis-Analyse
des Isomerisierungsprozesses von At-DFCC-33 (1) zu At-DNCC-33 (2)
in MeOH /Kaliumphosphat-Puffer (100 mm, pH 5) 1:1.4; Absorptions-
spektren registriert nach 1, 10, 20, 30, 50, 80 und 220 min. Rechts
oben: beobachtete Anderung der Absorption bei 360 nm und Simulati-
on mit Kinetik 1. Ordnung (k=0.022 min™').

Bereich von 237 nm und 274 nm (aber keine bei 315 nm)
aufwiesen und frither phénomenologisch als NDCCs
(,,nichtfluoreszierende* DCCs) bezeichnet wurden. AuBer-
dem konnte eine geringe Menge einer fluoreszierenden
Fraktion detektiert werden, die zwei charakteristische
Banden bei ca. 237 nm und bei ca. 360 nm aufwies (Abbil-
dung 3). Dieses Absorptionsverhalten war dhnlich dem der
DFCCs, die frither als Produkte der P450-katalysierten De-
formylierung des pFCC beschrieben wurden.!

Aus A.-thaliana-Blattern, die fur 2 Tage (212 ¢g) oder
3 Tage (148 g) dunkel inkubiert wurden, konnten mittels
halbpriaparativer HPLC-System ungefahr 130 pg der unbe-
kannten fluoreszierenden Verbindung 1 mit einer Retenti-
onszeit von 32.8 min isoliert werden. Die Analyse des im
positiven Modus gemessenen ESI-Massenspektrums dieses
inzwischen als A-DFCC-33 (1) bezeichneten Chl-Kataboli-
ten lieferte ein Pseudo-Molekiilion [M + H]" bei einem m/z-
Verhiltnis von 619.0, was einer molekularen Formel von
C33HgN,Oy entsprach. Fragmente bei m/z 575.1 und 434.2
wiesen auf die Abspaltung von CO, und des Ringes A hin.
Diese Daten sprachen dafiir, dass der DFCC 1 ein Isomer des
At-DNCC-33 (2) war (der vorher als A--NDCC-1 bezeichnet
wurde).[**]

Im 600-MHz-'H-NMR-Spektrum des A+-DFCC-33 (in
CD;OD und bei 273 K gemessen) konnten 31 der 32 an
Kohlenstoffatome gebundenen Wasserstoffatome beobachtet
und deren Signale zugeordnet werden. Unter diesen befanden
sich, im Hochfeldbereich, drei von Methylgruppen stam-
menden Singuletts und ein Dublett bei 6 =1.15 ppm, das
aufgrund der Korrelationen in den 2D-NMR-Spektren der
H,;C13'-Methylgruppe zugeordnet werden konnte. Ein Mul-
tiplett bei 0 =2.79 ppm konnte dem Proton an C13 und ein
anderes, bei ¢ =2.74 ppm, dem benachbarten HC12 zuge-
ordnet werden. Die Analyse der Korrelationen der 'H,'H-
ROESY-, 'H,'H-COSY-, 'H,”C-HSQC- und 'H,*C-HMBC-
Spektren zeigte, dass die Konstitution der Ringe B und C
jenen der bekannten FCCs entsprach.”) Zwei dd bei 0=
4.43 ppm und bei 6 =4.83 ppm deuteten auf Wasserstoffato-
me an den Positionen C4 und C16 hin, wie es schon friiher in
DNCC-Spektren beobachtet werden konnte.®! Zusitzlich
konnte eine 2-Hydroxyethyl-Seitenkette an der Position C3
identifiziert werden. Die Analyse der 2D-NMR-Spektren
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offenbarte die Struktur des A-DFCC-33 (1, siche Abbil-
dung S6). Die abgeleitete Struktur stimmte mit der Absorp-
tionsbande bei ca. 360 nm im UV-Spektrum {iiberein, die fiir
den Chromophor der Ringe B/C von FCCs und DFCCs
charakteristisch ist. Des Weiteren trat keine Absorptions-
bande bei 320 nm auf, die charakteristisch fiir Typ-I-Phyllo-
biline (FCCs und NCCs) wire. Somit konnte der erste na-
tiirliche DFCC aus Pflanzen identifiziert werden.

Der At-DFCC-33 (1) zeigte die bei Raumtemperatur er-
wartete Instabilitdt bei Lagerung in ungepufferten oder leicht
sauren Medien. Ein derartiges Verhalten war schon aus ana-
logen fritheren Studien mit typischen FCCs bekannt, die in
schwach sauren wéssrigen Losungen, wie sie auch in den
Vakuolen herrschen, nach kurzer Zeit stereoselektiv zu den
entsprechenden NCCs isomerisierten."”! Bei pH 5 isomeri-
sierte auch eine Probe von pDFCCs (aus der In-vitro-De-
formylierung des pFCC) zu einem Paar von DNCCs.”) Um
den Isomerisierungsprozess des isolierten natiirlichen At-
DFCC-33 (1) und dessen Isomerisierungsprodukt zu erfassen,
wurde eine Losung des DFCC 1 in wissrigem Kaliumphos-
phatpuffer (100 mm, pHS5) bei Raumtemperatur gelagert.
Dabei konnte mittels UV/Vis-Spektroskopie eine hochse-
lektive Umwandlung des DFCC 1 beobachtet werden. Unter
diesen Bedingungen wies 1 eine Halbwertszeit von 32 min auf
und die Isomerisierung eine Kinetik 1. Ordnung (k=
0.022 min"). Nach 220 min zeigte die Losung das typische
UV-Spektrum eines DNCCs (Abbildung 3B). Laut HPLC-
Analyse wurde nur ein einziges Produkt gebildet, welches die
gleiche Retentionszeit wie der A--DNCC-33 aufwies (2, siche
Abbildung S8). Ein ESI-Massenspektrum des mutmaBlichen
Isomerisierungsproduktes zeigte das Pseudo-Molekiilion
[M+H]" bei m/z619.0, was der Summenformel von
Cy3H3sN,Og entsprach. Die CD-Spektren des Isomerisie-
rungsprodukts von A-DFCC-33 (1), von A-DNCC-33 (2)
und anderer aus Blittern von A. thaliana isolierter DNCCs
zeigte alle die gleichen Charakteristika (siche Abbil-
dung S1).®! Somit war das nichtfluoreszierende Produkt der
sdaurekatalysierten Isomerisierung des At-DFCC-33 nicht
unterscheidbar von At-DNCC-33, dem Hauptabbauprodukt
von Chl in seneszenten Blittern von Wildtypus A. thaliana >®

Die Entdeckung eines natiirlichen 1,19-Dioxobilin-arti-
gen FCCs (des DFCC 1), wie auch seine hier beschriebe se-
lektive Isomerisierung zum DNCC 2, unterstiitzt die essen-
zielle Rolle solcher kurzlebiger fluoreszierender Zwischen-
produkte im Chl-Abbau in hoheren Pflanzen, wie etwa im
Wildtypus von A. thaliana. Interessanterweise konnte kiirz-
lich in einer Arbeit iiber die Chl-Kataboliten in seneszenten
Blittern einer A.-thaliana-Mutante ein modifizierter ,,fluo-
reszierender® 1,19-Dioxobilin-Typ Chl-Katabolit (ein FDCC)
identifiziert werden, der eine rétselhafte zusitzliche Hydro-
xymethylgruppe trug. Die gleiche Modifikation konnte auch
in einigen NDCCs, sowohl dieser Mutante!"!! als auch des
Wildtypus von A. thaliana beobachtet werden.’! Der At-
DFCC-33 (1) wurde hingegen als einziges Stereoisomer er-
halten und es wurde kein Epimer von 1 im Blattextrakt ge-
funden. Basierend auf diesen Ergebnissen wird davon aus-
gegangen, dass die hypothetische stereoselektive Ausbildung
von 1 tiber eine enzymatische oxidative In-vivo-Deformylie-
rung eines Vorldufer-FCCs stattfindet. Die , rétselhaften®
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Hydroxymethylierungen, die in vivo, aber nicht in vitro mit
der Deformylierung des pFCC einhergehen, sind keine Be-
standteile des natiirlichen Abbauweges, der zum DFCC
1 fiihrt.

In diesem Zusammenhang scheint die Gegenwart einer
primdren Hydroxygruppe an der Ethylseitenkette der C3-
Position im A-DFCC-33 (1) ein wichtiges Element zu sein,®!
was auf einen dazu passenden, schon hydroxylierten FCC als
Vorstufe von 1 schlieBen lédsst. Hydroxylierung des pFCCs an
der C3-Seitenkette konnte im Chloroplasten unter Ausbil-
dung des bekannten 3*-OH-pFCCI'™! stattfinden.”™™ Nach
dem Transport aus der Organelle wire dieser FCC ein aus-
gezeichnetes Substrat fiir CYP89A9 (Abbildung 4). Die en-
zymkatalysierte Deformylierung des 3>-OH-pFCC!'™ wiirde
den 3-OH-pDFCC (3) geben.”! Die Hydrolyse der Methyl-
esterfunktion von 3 durch die MES16, einer sehr aktiven
Methylesterase im A.-thaliana-Wildtypus, wiirde den At-
DFCC-33 (1) erzeugen, der nach dem Transport in die leicht
saure Vakuole (Abbildung 5) zum DNCC 2 isomerisierte.

Das weitere ,,Schicksal“ der FCCs nach ihrem Transport
aus den Chloroplasten hédngt hauptséchlich von ihrer Wech-
selwirkung mit CYP89A9 und/oder MES16 ab, zweier kon-
kurrierender Enzyme im Zytosol. Die Methylesterase MES16
wandelt FCCs in polarere FCCs um, die aber dank zweier
freier Saurefunktionen ineffiziente Substrate von CYPS89A9
sein diirften. So wurde der O8*-Desmethyl-pFCC (At-FCC-
2) in vitro nicht von CYP89A9 deformyliert.[’! Deshalb ist
der alternative Weg der Bildung des DFCC 1 auch sehr un-
wahrscheinlich, bei dem 1 durch Deformylierung des 3*-OH-
08*-Desmethyl-pFCC mittels CYPS89A9 gebildet wiirde.

§ o
HO,C CO,CH3 HO,C CO,R?
320H-pFCC NCCs
l CYP89A9

HO,C COR HO,C

COH

At-DFCC-33(1):R=H
Mes16
DFCC 3: R=CHj

Abbildung 4. Hypothetische In-vitro-Umwandlung des DFCC 1 in den
DNCC 2 und Ubersicht iiber den vorgeschlagenen Bildungsweg von
1 aus pFCC tber Hydroxylierung zum 32-OH-pFCC, Deformylierung
zum hypothetischen 3>-OH-DFCC 3 und Hydrolyse der Methylester-
Funktion von 3.

At-DNCC-33 (2)

www.angewandte.de

die

Chemie

13983


http://www.angewandte.de

Angewandte
Zuschriften

Chloroplast
'ou -pFCC v 8

-

-3t A-4HM-DNCC-41
At-2HM-iso-DNCC-43

P ant um zu isolieren. In voll seneszenten, gelben A.-
Y ANCC3 thaliana-Blétter konnten fluoreszierende Phyllo-

NCO'S biline kaum noch detektiert werden, jedoch
ALDNCC4S konnte eine Vielzahl farbloser nichtfluoreszie-
AtDNCC-48

render Chl-Kataboliten (NCCs, DNCCs und
NDCCs) von beiden Abbauisten identifiziert

$ 68
2 MESI6_ . rcct &8  ANCC2 werden. [
SFRACC] Wie schon von der natiirlichen Bildung der
3%.0H-pFCC ~ - ALNCC-4 NCC h F her b
g3 s aus den entsprechenden FCCs her be-
CYPS9A9 . ) . .
\ ’ $3 kannt,'%*! unterstiitzt eine leicht saure Umge-

94

2023000¢
100600600,

Zytostol

Abbildung 5. Topographisches Modell der hypothetischen Schritte im Chl-Abbau in
seneszenten Bldttern von A. thaliana. Die Hauptschritte sind mit abgekiirzten Namen

der bekannten Chl-Kataboliten gekennzeichnet.

Zwar wird 3*-OH-pFCC durch MES16 zu 3*>-OH-O8*-Des-
methyl-pFCC hydrolysiert, der als A-FCC-1 bekannt!”™ und
rationelle Vorstufe von zwei in Bléttern von A. thaliana ge-
fundenen NCCs ist.”!

At-DFCC-33 (1) konnte unter Standard-Extraktions- und
-Isolierungsbedingungen™  nicht unverindert isoliert
werden. Aus diesem Grund wurden die Extrakte mit 1 bei
tieferen Temperaturen (0°C oder weniger) gelagert, um die
Isomerisierung von 1 zu 2 zu minimieren. Die schnelle Um-
wandlung des DFCC 1 zu einem DNCC war nicht unerwartet,
wenn man sich die schnelle Isomerisierung von FCCs zu
NCCs vor Augen fiihrt. Frithere Experimente wiesen darauf
hin, dass solche Isomerisierungen vor allem bei solchen FCCs
schnell von statten gehen, die auch eine freie 8’-Carbonséu-
refunktion aufweisen.'”! Der DFCC 1 trigt ebenfalls eine
freie 8*-Carbonsiurefunktion. Wie schon beim ,,primiren*
FCC (pFCC) gezeigt,'"" wird auch hier angenommen, dass
die Propionsdure-Gruppe am C12 eine rasche stereoselektive
Isomerisierung von 1 zu 2 induziert. Dies wiirde bedeuten,
dass 2 mit R-Konfiguration an der C10-Position gebildet
wiirde. Die Isomerisierung von 1 bei pH 5 produzierte je-
denfalls den natiirlichen DNCC 2, dessen chiroptische FEi-
genschaften mit denen der meisten identifizierten DNCCs
iibereinstimmen.”®"l Dieses stereochemische Ergebnis
steht aber im Widerspruch zur Stereochemie des DNCCs aus
dem Spitzahorn,™ dessen Bildung somit noch einer alterna-
tiven Erkldrung bedarf.

Durch die Charakterisierung des A--DFCC-33 (1) konnte
ein frithes echtes Zwischenprodukt des Haupt-Dioxobilin-
zweiges des Chl-Abbaus in A. thaliana identifiziert werden.
Der DFCC 1 wird als kurzlebiges Zwischenprodukt nahe der
hypothetischen Abzweigung des ,,PaO/Phyllobilin“-Weges
erzeugt, an dem Typ-II-Phyllobiline aus den zuerst gebildeten
1-Formyl-19-oxobilin-artigen Phyllobilinen entstehen, die
auch als Typ-I-Phyllobiline bezeichnet werden. Die Identifi-
zierung von 1 bekréftigt die hypothetische Rolle der DFCCs
als kurzlebiger natiirlicher Vorstufe der nichtfluoreszierenden
Typ-II-Phyllobiline, wie etwa der DNCCs. Die transiente
Existenz des A-DFCC-33 (1) machte es notwendig, diesen
Kataboliten aus Bldttern bei einem frithen Seneszenz-Stadi-
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bung, wie sie in den Vakuolen vorliegt, die
schnelle Isomerisierung von DFCCs zu entspre-
chenden DNCCs. Bei pHS5 isomerisiert der
DFCC 1 schnell und stereoselektiv zum DNCC 2,
was 1 als die natiirliche Vorstufe von 2 in A. tha-
liana erscheinen ldsst. Da 2 bei weitem die
Hauptfraktion der Phyllobiline in den seneszen-
ten Blittern dieser Pflanze ist (siche Abbildung 2
und Abbildung S$3),”) kommt dem kurzlebigen
DFCC 1 eine wichtige Position im Chl-Abbau in solchen
seneszenten Blittern zu. Das Modell des Chl-Abbaus in ho-
heren Pflanzen*¥ setzt aber den Transport von 1 in die Va-
kuolen voraus, der erst dort zu 2 isomerisieren diirfte.

Der entscheidende In-vivo-Ubergang von Typ-I- zu Typ-
II-Phyllobilinen findet zum Grofteil iiber die Deformylie-
rung des 3>-OH-pFCC statt, der ein ausgezeichnetes Substrat
fiir die FCC-Deformylase CYPS89AY ist (Abbildung 5).! Das
Deformylierungsprodukt, 3*>-OH-pDFCC (3), wird vermut-
lich rasch durch die zytosolische Methylesterase MES16 zum
DFCC 1 umgewandelt und konnte bis jetzt nicht in A.-tha-
liana-Extrakten identifiziert werden. Auch die direkte De-
formylierung des pFCC findet in seneszenten A.-thaliana-
Bléttern statt, ist aber Teil eines weniger wichtigen Abbau-
weges.®l Nach einem fritheren Vorschlag wird pFCC zu
pDFCC und zu hydroxymethylierten iso-DFCCs umgesetzt,
welche die ,rdtselhafte” direkte Vorstufe der entsprechenden
auBergewohnlichen NDCCs darstellen.®!'!l Die Veristelung
des ,,PaO/Phyllobilin“-Weges in Richtung Typ-II-Phyllobiline
kommt demnach mehr als nur einmal im Anschluss an die
Bildung des pFCC vor. Zwei wesentliche Abzweigungen von
Typ-I- zu Typ-1I-Phyllobilinen konnten nun identifiziert
werden, die der niedrigen (In-vitro-)Selektivitit der
CYP89A9-Deformylase zuzuschreiben sind. Unsere hier be-
schriebenen Ergebnisse liefern einen tiefen Einblick in den
Chl-Abbau in A. thaliana nach dem ,,PaO/Phyllobilin“-Weg,
der in spéteren Abschnitten unterschiedliche Richtungen
nimmt.

Der Abbau von Chl in seneszenten A.-thaliana-Blittern
weist Merkmale eines ,,Entgiftungsprozesses“ auf:** Er fiihrt
schnell zu einer Vielzahl zunehmend polarer, farbloser und
nichtfluoreszierender Kataboliten, wobei die Typ-II-Phyllo-
biline dominieren, z.B. der DNCC 2. Der faszinierende 1,19-
Dioxobilin-Strukturtyp kommt sowohl in Typ-II-Phyllobili-
nen vor, als auch in den vom Him abgeleiteten Bilinen.'?!
Dieses gemeinsame Strukturmerkmal beider Abbauwege ist
in Anbetracht der wichtigen biologischen Funktionen der von
Hidm abstammenden Gallenfarbstoffe sehr bemerkens-
wert.'l Dank ihrer einzigartigen Chemie, sind deshalb auch
die ubiquitiren PhyllobilineP**"! Kandidaten fiir relevante
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biologische Prozesse in hoheren Pflanzen und vielleicht sogar
in pflanzenfressenden Tieren und in Menschen."™"! Ein
physiologischer Effekt der Phyllobiline ist aber bisher er-
staunlicherweise noch unbekannt.

Experimentelles

HPLC-Analyse: 207 mg frische A.-thaliana(Wildtypus)-Blitter, die
fiir 2 Tage in Dunkelheit inkubiert wurden, wurden mithilfe von
flissigem N, verrieben, mit 41 uL. MeOH extrahiert und fiir 10 min
zentrifugiert. Der klare Uberstand (160 pL) wurde 1:1 mit Kalium-
phosphatpuffer (pH 7) verdiinnt. Nach nochmaliger Zentrifugation
bei 13000 rpm fiir 2 min wurde ein Aliquot von 20 u. mit HPLC
(Standardbedingungen, Details siche die Hintergrundinformationen)
analysiert.

Charakterisierung von At-DFCC-33 (1): UV/Vis (MeOH, ¢ =ca.
3.5% 107 M): Ay (£01) =360 (1.00), 244 sh (1.63). CD (MeOH, ¢ =ca.
3.5 % 107M): Apamin [NM] (1) =357 (2.5), 285 (—0.37), 264 (1.4), 240
(—1.6), 224 (0.21). LC-ESI-MS: m/z (%): 657.0 (4, [M +K]"); 621.0
(9),620.0 (37), 619.0 (100, C33H39N,Og, [M +H]"); 613.1 (8, [M-CO, +
K]%); 601.1 (8, [M-H,0O + H]"); 597.2 (9, [M-CO, + Na]"); 577.1 (9),
576.1 (36), 575.1 (98, [M-CO, +H]"); 434.2 (60, [M-CO,-C;H,;;NO,
(Ring A) +H]") . Fiir 'H- und "C-NMR-Daten (600 MHz, CD;0D,
275 K) und weitere Details siche die Hintergrundinformationen.

Fiir Details zur Isolierung von 1, zur Isomerisierung von 1 bei
pH5 (Abbildung 3), zur Charakterisierung von A-DNCC-33 (2),
gebildet durch die Isomerisierung von 1, sowie fiir Details zur
Spektroskopie siehe die Hintergrundinformationen.
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