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Die herbstlichen Farben sind von je her faszinierend und immer noch
ein hochst ritselhaftes Phinomen. Vor einigen Jahren wurde entdeckt,
dass beim Abbau von Chlorophyll (Chl) in Blittern und Friichten
Bilin-ihnliche Chl-Kataboliten gebildet werden, die als Phyllobiline
bezeichnet werden. Dank intensiver chemisch-biologischer Zusam-
menarbeiten ist es inzwischen gelungen, die Schliisselprozesse des Chl-
Abbaus in seneszenten Bliittern und reifenden Friichten aufzukldiren.
Das Chl wird rasch zu farblosen und grofitenteils photoinaktiven
Phyllobilinen abgebaut, was offenbar primdr ein Teil eines Entgif-
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tungsprozesses ist. In manchen seneszenten Blittern und in den 4. Verzweigung des PaO/

Schalen reifer Bananen reichern sich hingegen fluoreszierende Chl-
Kataboliten an und bewirken dort ein eindrucksvolles, blaues
Leuchten. Die strukturellen Besonderheiten, die chemischen Eigen-
schaften und die Haufigkeit der Phyllobiline in der Biosphdre lassen
damit biologische Funktionen vermuten, die immer noch darauf

warten, entdeckt zu werden.

1. Einleitung

Das Schauspiel des immer wieder im Friihling neu ent-
stehenden Chlorophylls (Chl) und das prunkvolle Ver-
schwinden der griinen Pflanzenpigmente in den herbstlichen
Blittern der Bdume und Strducher gehoren zu den farben-
prachtigsten natiirlichen Phidnomenen. Der jahreszeitlich
bedingte Chl-Abbau war dabei immer schon bezaubernd,
blieb aber lange auch ein Rétsel. Der Chl-Metabolismus stellt
wahrscheinlich sogar das am besten sichtbare Zeichen fiir
Leben auf der Erde dar, das sogar vom Weltall aus beob-
achtbar ist."! Schitzungsweise werden jihrlich mehr als
1000 Millionen Tonnen Chlorophyll gebildet und wieder ab-
gebaut.’! Friiher wurde angenommen, dass dabei gefirbte
Chl-Abbauprodukte gebildet werden, die den Bilinen (den
Abbauprodukten von Hiam)"! oder den Produkten der Licht-
induzierten oxygenolytischen Spaltung von Chl #hneln.!
Dies fithrte dazu, dass sich alle fritheren Untersuchungen auf
die Detektion solcher hypothetischen, gefarbten Reste des
griinen Chl konzentrierten.”! Inzwischen wissen wir, dass all
diese Bemiihungen umsonst waren'™® und dass das Chl
scheinbar verschwindet, ohne eine Spur zu hinterlassen.”
Gefdrbte Chl-Kataboliten konnten hingegen in hoheren
Pflanzen erst vor kurzem nachgewiesen werden.”!

Erst vor 25 Jahren!® begann der Chl-Abbau in hoheren
Pflanzen einige seiner molekularen und zelluldren Geheim-
nisse preiszugeben.'”] Der Durchbruch gelang mit der ein-
deutigen Identifikation und Strukturaufkldrung von farblosen
Chl-Kataboliten aus einer GefiBpflanze.'*®'” Dadurch
wurde der Weg fiir fundamentale Einblicke in den Chl-Abbau
geebnet.”**!! Kishi und Shimomura konnten in verwandten
Studien Chl-Abbauprodukte als lumineszierende Verbin-
dungen in marinen, phototrophen Organismen identifizie-
ren,™ jedoch erwiesen sich diese linearen Tetrapyrrole!? in
den frithen 1990er Jahren als grundsétzlich verschieden von
den Chl-Kataboliten aus hoheren Pflanzen.*!%
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1.1. Der Durchbruch: Identifizierung des ersten farblosen Chl-
Kataboliten aus héheren Pflanzen

Durch Vergleich der Pigmente der natiirlichen, senes-
zenten Blitter des Wildtyps von Wiesenschwingel (Festuca
pratensis) und Gerste (Hordeum vulgare) mit den jeweiligen
»stay-green“-Mutanten (die nicht vergilben) konnten Matile,
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Thomas und Mitarbeiter einige farblose Verbindungen iden-
tifizieren, die im seneszenten Wildtyp auftraten, aber in den
Mutanten fehlten.® ' Etliche dieser farblosen Verbindungen
wurden als mogliche Produkte des Chl-Abbaus betrachtet.
Einige von ihnen zersetzten sich schnell zu rostbraunen
Komponenten und wurden deshalb als ,rusty pigments®
klassifiziert.'"]

Von ,rusty pigment 14 (1), einer farblosen Hauptfrakti-
on in Extrakten von seneszenten Primérblittern der Gerste,
wurde vermutet, dass es ein Chl-Katabolit sei."*" “C-mar-
kierte 0-Aminolédvulinsédure, die biosynthetische Vorstufe der
natiirlichen Porphyrinoide, wurde in das ,,rusty pigment 14
eingebaut, was dessen angenommene Rolle als Chl-Katabolit
noch weiter bekriftigte.'”) Die Verbindung 1 konnte durch
Kombination von Massenspektrometrie!’® sowie UV/Vis-,
Circulardichroismus(CD)- und heteronuklearer NMR-Spek-
troskopie!'”! tatsichlich als vom Chl abstammendes, lineares
Tetrapyrrol identifiziert werden.®™ 1 wurde als ein optisch
aktives, Metall-freies, farbloses und nichtfluoreszierendes li-
neares Tetrapyrrol mit dekonjugierten Pyrroleinheiten cha-
rakterisiert. Ein Merkmal von Chl und auch von linearem
Tetrapyrrol 1 ist hierbei eine Cyclopentanoneinheit, die an
die a- und B-Positionen eines Pyrrolrings anelliert ist und eine
Methoxycarbonylgruppe trdgt. Das farblose und nichtfluo-
reszierende, Bilin-dhnliche Tetrapyrrol 1 wurde somit als
erster nicht griiner Chl-Katabolit aus hoheren Pflanzen
identifiziert.!'® 5%

Das polare lineare Tetrapyrrol 1 aus der Gerste (H. vul-
gare) wurde dann als nichtfluoreszierender Chl-Katabolit
(NCC) Klassifiziert und als Hv-NCC-1 bezeichnet."*!! Die
genaue Strukturanalyse etablierte 1 als ein 3%18',18>Trihy-
droxy-16,19-dihydro-1-formyl-19-oxophyllobilan (Abbildun-
gen 1 und 2),*!! dessen Benennung sich auf eine halbsyste-
matische, strukturbasierte Nomenklatur bezieht, nach der li-
neare, tetrapyrrolische Chl-Kataboliten als Phyllobilinderi-
vate bezeichnet werden.”*!”! Der Terminus ,Phyllobilin®
verweist auf die grundlegend Bilin-dhnliche Struktur solcher
Chl-Kataboliten und auf Chlorophyll als ihren Ursprung.'”!
Die namensgebende Verbindung ist das Phyllobilan (I; Ab-
bildung 2). In Analogie zur Nomenklatur der linearen Te-
trapyrrole und der Gallenfarbstoffel®! werden NCCs mit drei
gesittigten meso-Positionen somit als 16,19-Dihydro-1-
formyl-19-oxophyllobilane bezeichnet, z.B. das 16,19-Dihy-
dro-1-formyl-19-oxo-epi-phyllobilan (epi-5), das in seneszen-
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Chlorophyll a (Chl a, R = CHj) Hv-NCC-1(1)

Chlorophyll b (Chl b, R = HC=0)

Abbildung 1. ,Rusty pigment 14“, das aus seneszenten Blattern der
Gerste (Hordeum vulgare) isoliert und spéter als H»-NCC-1 (1) be-
zeichnet wurde, konnte als erster farbloser Chl-Katabolit identifiziert
werden.

o)
CO,CH;

HO,C

Abbildung 2. Die namensgebende Struktur, das Phyllobilan (1),'¥ in
zwei Formeln, die pseudo-cyclische (links) und offene Konformationen
(rechts) reprisentieren.

ten Bléttern des japanischen Kuchenbaums (Ceridiphyllum
japonicum; siehe Tabelle1 in Abschnitt4.1) entdeckt
wurde ")

Die Strukturaufkldrung des 1-Formyl-19-oxophyllobilans
1 ergab einen ersten Fixpunkt fiir die Kldarung des rétselhaften
Weges des Chl-Abbaus withrend der Blattvergilbung:®*! Die
chemische Konstitution von 1 lie auf den Verlust des zen-
tralen Magnesiumions und des Phytolrestes wihrend des Chl-
Abbaus schlieBen. Die Struktur von NCC 1 implizierte au-
Berdem eine oxygenolytische Ringéffnung des porphyrinoi-
den Makrocyclus an der nordlichen meso-Position und wies
auf eine (angesichts von Modellreaktionen mit Chl-Deriva-
ten) vollig unerwartete Regioselektivitit im Chl-Abbau
hin."! Sie erinnerte auffallend an den Himabbau,”! in dem
der Makrocyclus von Hdm an der analogen a-meso-Position
geoffnet wird. Im Unterschied zum NCC 1 mit einer cha-
rakteristischen Formylgruppe, die aus der Oxidation der
Methineinheit (von Chl) stammt, sind Him-Kataboliten aber
1,19-Dioxobiline, denen das entsprechende Kohlenstoffatom
an der Stelle der Offnung des Makrocyclus fehlt (das in
diesem Falle als CO bei der durch die Him-Oxygenase ka-
talysierten Reaktion abgespalten wird).”!! Da der Katabolit
1 eine Methylgruppe an der C2-Position trug, war es wahr-
scheinlich, dass er eher von Chla als von Chlb abstammte.!
Gegeniiber Chla wurden jedoch zusétzliche polare Funktio-
nalitdten an der Peripherie von 1 eingefiihrt, die seine Was-
serloslichkeit verbessern. Die Bilan-dhnliche Verbindung
1 existiert, dank ihrer Flexibilitdt an den drei gesittigten
meso-Positionen, in einer Vielzahl stabiler Konformationen.
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1.2. Nichtfluoreszierende Chl-Kataboliten sammeln sich in
seneszenten Blittern an

Der urspriinglich identifizierte Katabolit, Hv-NCC-1 (1),
wurde aus Blittern gewonnen, die durch Aufbewahren in
Dunkelheit gelb wurden. Die Verwendung dieser konven-
tionellen Methode, um kiinstlich die Seneszenz einzuleiten,
warf die Frage nach der allgemeineren Relevanz der uner-
warteten Struktur des NCC 1 auf. Gliicklicherweise konnten
kurze Zeit spater Bn-NCC-1 (2), Bn-NCC-2 (3) und Bn-NCC-
3 (4) (Abbildung 3) als verwandte, polare NCCs aus natiirlich
seneszenten Rapsblittern (Brassica napus) identifiziert
werden, die die Rolle von NCCs als farblose Produkte des
natiirlichen Chl-Abbaus bekriftigten.[52!

Bn-NCC-1 (2): R" = Malonyl
Bn-NCC-2 (3): R' = B-Glucopyranosyl
Bn-NCC-3 (4):R"=H

Abbildung 3. NCCs aus natiirlich seneszenten Keimblittern von Brassi-
ca napus (Bn-NCCs 2-4)®!in Formeln, die pseudo-cyclische (links)
und offene Konformationen (rechts) reprisentieren.

2. Chlorophyllabbau - ein zellulérer Drei-Komparti-
menten-Weg

Matile und Mitarbeiter fanden Indizien fiir das Vorkom-
men der NCCs in den Vakuolen.” Also miissten Chl-Kata-
boliten, deren Ursprung in den Chloroplasten liegt, das Cy-
tosol durchqueren, um Zugang zu den Vakuolen zu erhal-
ten.”*?! Deshalb wurde vorgeschlagen, dass der Chl-Abbau
metabolische Prozesse in den drei Hauptkompartimenten der
Blattzellen benotigt, inklusive des
(einseitig gerichteten) Transportes
zwischen ihnen.'"**? Spitere Unter-
suchungen liefen einen fluoreszie-
renden Chl-Kataboliten (6, pFCC, ein
1-Formyl-19-oxobilen-b)™! als farblo-
ses Produkt des Chl-Abbaus in den
Chloroplasten vermuten. Es wurde
angenommen, dass FCCs (wie 6) ins
Cytosol transportiert werden und dort
in modifizierte FCCs (mFCCs) um-
gewandelt werden.” Anschliefend
werden die typischen mFCCs entwe-
der in die Vakuolen transportiert, wo
sie rasch zu entsprechenden NCCs
isomerisieren, oder sie verlieren ihre
charakteristische Formylgruppe und
werden Dioxobilin-artige fluoreszie-
rende Chl-Kataboliten (DFCCs,*! die
Vorstufen entsprechender Dioxobilin-

Chloroplast
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artiger nichtfluoreszierender Chl-Kataboliten, DNCCs),*2"]
oder sie werden in persistente hypermodifizierte FCCs
(hmFCCs) umgewandelt, die sich in manchen Blittern und
Friichten anreichern (und reifen Bananen ihr blaues Leuch-
ten verleihen;®®?! Abbildung 4). Ein Vierteljahrhundert ge-
meinsamer chemischer und biologischer Forschung zum
Thema Chl-Abbau hat aber nicht nur eine unerwartete,
strukturelle Vielfalt von natiirlichen Chl-Kataboliten offen-
bart, sondern auch zur Entdeckung von Schliisselenzymen
gefiihrt, die an der Bildung dieser Kataboliten beteiligt sind
(siehe Abschnitte 3 und 4).1'82%..10.110]

3. Gemeinsame friihe Schritte des PaO /Phyllobilin-
Weges

3.1. Von Chla und b zu Phéophorbid a

Die offensichtliche strukturelle Verwandtschaft der NCCs
mit Chla warf die Frage auf, wo die Reste vom Chlb-Abbau
verbleiben. Diese Frage erhielt durch die beobachtete Se-
lektivitdit der Ringoffnungsreaktion fiir Phédophorbid a
(Pheoa) wihrend des Chl-Abbaus zusitzliches Gewicht.*!
Experimente von Folley und Engel lieBen bei Verwendung
von deuteriertem Wasser (D,0) als Medium auf einen signi-
fikanten Grad der Deuterierung der C2-Methylgruppe von
Hv-NCC-1 (1) schlieBen, was zeigte, dass 1 sowohl von Chla
als auch von Chlb abstammte und eine Reduktion der C2-
Formylgruppe von Chlb im Spiel war.””! Chla/b-Interkon-
versionen konnten tatsdchlich nicht nur fiir den biosyntheti-
schen, oxidativen Weg von Chlorophyllid @ zu Chlorophyl-
lid b gezeigt werden,P! sondern auch in dem unerwarteten
reduktiven katabolischen Gegenstiick, das Chld in Chla
umwandelt und dabei 7'-Hydroxy-Chla als Intermediat
bildet.”?! So wurde gezeigt, dass der so genannte Chl-Zy-
klus!"™*#! die relativen Mengen an Chla und Chlb sowohl in
der gesamten Entwicklung der Pflanze als auch in den an-
fanglichen Stufen des Chl-Abbaus in seneszentem Pflanzen-
gewebe reguliert.”3!

§ o
RY,C  CO,CHs

hmFCCs

mFCCs

0
HO,C CO,R?

DNCCs

< o
HO,C CO,R?

DFCCs

Abbildung 4. Ein vereinfachtes, topographisches Modell des Chl-Abbaus in Blattzellen, das die Or-
ganellen und reprisentative Typen von Chl-Kataboliten darstellt.
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Uberraschenderweise gibt es zwei unterschiedliche Wege
in hoheren Pflanzen fiir den Abbau von Chla zu Pheoa
(Abbildung 5). Einer dieser Wege ist in reifenden Zitrus-
friichten relevant, wo die Phytolesterfunktion von Chla durch
Chlorophyllase hydrolysiert wird,*” wobei Chlorophyllid a
(Chlide a) entsteht. AnschlieBend wird das Mg-Ion entfernt,
wobei Pheoa als Produkt gebildet wird.® Diese Abfolge
wurde jedoch in verschiedenen seneszenten Bléttern nicht
gefunden. Stattdessen wurde dort Phidophytin a (Phein a) als
Intermediat des Chl-Abbaus beobachtet, das Produkt der
direkten Entfernung des Mg-Tons aus ChL.P®! In A. thaliana
wurde vor kurzem Phéophytinase identifiziert, eine Hydro-
lase vom Serintyp, die Phein a in Pheo @ umwandelt, Chla
jedoch nicht hydrolysiert.””! Es wird also in seneszenten
Blittern einiger Pflanzen in vivo zuerst das Mg-Ion aus Chla
entfernt und anschlieBend der Phytylester gespalten.!
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das vorschlagsgemdfl als Produkt einer oxygenolytischen
Spaltung von Pheoa entstiinde.™ Tatsichlich schien Pheoa
durch einen Prozess abgebaut zu werden, der molekularen
Sauerstoff erforderte.”” AuBerdem wurde Pheoa als letztes
noch griines Intermediat des Chl-Abbaus in seneszenten
Bldttern angesehen, da es in Abwesenheit von Sauerstoff
angehiuft wurde (und nicht Pheob).””) Diese Rolle von
Pheoa erfordert die Reduktion von Chlb zu Chla bereits in
einem fritheren Schritt des Chl-Abbaus.*¥!

Was wire ein rationelles Produkt des Sauerstoff-abhin-
gigen Abbaus von Pheoa, und wie wire dieses mit dem pFCC
6 verkniipft? Der unbekannte rote Bilin-dhnliche Katabolit 7
(Abbildungen 6 und 7) schien solch eine rationelle, hypothe-
tische Vorstufe von 6 zu sein, obwohl geféarbte Uberbleibsel
von Chl in natirlichen Pflanzenquellen unauffindbar
waren.™ Studien von Gossauer und Engel™! iiber Chl-Ka-
taboliten in Auxenochlorella prot-
othecoides (vorher als Chlorella
protothecoides bezeichnet) offen-
barten die Existenz von &hnlichen

Phé&ophytin a (Phein a)

Chla: R = CHj

7'-HO-Chl a: R = H,COH

B

Chl b: R =HC=0

roten, vom Chl abstammenden li-
nearen Tetrapyrrolen in Sekreten
dieser Griinalge.

Es wurde nun notig, die Rolle
solch eines hypothetischen, roten
Intermediates in der frithen Phase
des Chl-Abbaus zu {iberpriifen.
Deshalb wurde das rote 12,13-Di-
hydro-1-formyl-19-oxophyllobila-
dien-b,c 7 (jetzt allgemein als roter
Chl-Katabolit (RCC) bekannt) aus
T Pheoa durch partielle chemische

SRS
Ho,c  COCHs

Phéaophorbid a
(Pheo a)

s o
HO,C  COCHs

Chlorophyllid a
(Chlide a)

Abbildung 5. Die frithen Schritte des Chl-Abbaus in den Chloroplasten produzieren Phiophorbid a

(Pheoa).

3.2. Der rote Chlorophyllkatabolit — das urspriingliche Phyllobilin

Die faszinierenden Strukturen der NCCs (1-Formyl-19-
oxobilane) als spite Abbauprodukte erforderten die Identi-
fikation von friiheren Intermediaten des Chl-Abbaus.”! Li-
pofuszin-dhnliche fluoreszierende Verbindungen, die in Ex-
trakten seneszenter Bldtter aufgrund ihrer Fluoreszenz de-
tektiert werden konnten, wurden verdichtigt, Zwischenpro-
dukte des Chl-Abbaus zu sein.” Die blau fluoreszierende
Verbindung 6 (urspriinglich als Bn-FCC-2 bezeichnet) wurde
erstmals aus Pheoa durch Verwendung eines Enzym-aktiven
Extraktes seneszenter Rapsblitter (Brassica napus) herge-
stellt.” Thre Molekiilformel, C;sH,N,O,* lieB auf eine
nahe Verwandtschaft mit Pheoa schlieBen und machte die
Nettoaddition von zwei O-Atomen und vier H-Atomen an
Pheoa notwendig. Deswegen wurde der blau fluoreszierende
Bn-FCC-2 (6) als Intermediat des Chl-Abbaus angesprochen,

www.angewandte.de
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Synthese hergestellt.“?! In Analogie
zu den Experimenten, die in Gos-
sauers Labor mit Cd"-Komplexen
von Pyrophidophorbida (13*-Des-
methoxycarbonyl-Pheoa) durchge-
fithrt wurden,™ wurde der Cd"-
Komplex von Pheoa-Methylester
(IT) photochemisch oxidiert, wobei
das Cd"-[4,5]-Dioxo-[4,5]-seco-4,5-
dihydromethylpheophorbidat III in
einer Ausbeute von etwa 30 % erhalten wurde (Abbildung 6).
Dieses briaunliche und recht instabile Oxidationsprodukt
wurde ziigig mit NaBH, zum roten RCC-Methylester (7-Me)

i o

CO,CH3 CO,CH; RO,C CO,CH;3
I n 7-Me. R=CH,

RCC (7): R=H

Abbildung 6. Photooxidation des Cd"-Phiophorbidats Il und Reduktion
des 4,5-Dioxosecophytoporphyrins 11l fithren tiber den Methylester 7-Me
zum RCC (7).1*%
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HO,C  CO,CHs

Phéophorbid a
(Pheo a)

roter Chl-Katabolit

—
(RCC, 7) RCCR-2

HO,C  COC
epi-pFCC (epi-6)

Abbildung 7. Der Chl-Abbau von Pheoa tiber RCC (7) zu den ,,primiren FCCs
(6/epi-6) wird durch Pheoa-Oxygenase (PaO) und zwei Klassen von RCCR-Re-

duktasen (RCCR-1 oder RCCR-2) katalysiert.™

reduziert.”” Die enzymatische Hydrolyse von 7-Me mit
Schweineleberesterase fithrte nahezu quantitativ zu einer
ersten Probe von authentischem RCC (7).

Nun, da die préparativ hergestellte Verbindung 7 als Re-
ferenz verfiigbar war, konnten Spuren derselben (frither in
Pflanzen unauffindbaren) roten Verbindung nachgewiesen
werden, wenn Pheoa mit Chloroplastenextrakten von senes-
zenten Raps-Keimblittern inkubiert wurde.™! RCC (7)
wurde schlieBlich als Produkt einer Rieske-Typ-Monooxyge-
nase identifiziert. Diese wird nun als Pheoa-Oxygenase
(PaO) bezeichnet,*! da sie Pheoa selektiv als Substrat ver-
wendet und durch Pheob inhibiert wird.*®) Somit markiert
der RCC (7) die charakteristische, PaO-katalysierte, oxy-
genolytische Ringoffnung, die den Schliisselschritt des PaO/
Phyllobilin-Weges im  Chl-Abbau  darstellt  (Abbil-
dung 7).*?' In diesem Enzym-katalysierten Prozess wird der
Chlorin-artige Makroring von Pheoa zwischen C4 und C5
geoffnet, wobei ein Sauerstoffatom spezifisch in die neue,
typische Formylgruppe des (Enzym-gebundenen) RCC (7)
eingebaut wird.*®! Somit ist der rote Chl-Katabolit 7 das ur-
spriingliche 1-Formyl-19-oxobilin-artige native Phyllobilin.

3.3. Primdre fluoreszierende Chl-Kataboliten — ein Epimerenpaar
als natiirliche Phyllobilin-Vorfahren

Der synthetisierte RCC (7) konnte in Extrakten von se-
neszenten B.-napus-Bléttern tatsdchlich zum vermuteten Chl-
Katabolit 6 reduziert werden, der vorldufig Bn-FCC-2 ge-
nannt wurde.* Mithilfe von NMR-spektroskopischen Stu-
dien!"”? war Bn-FCC-2 (6) als ein 12,13,16,19-Tetrahydro-1-
formyl-19-oxophyllobilen-b identifiziert worden (Abbil-
dung 7). Da 6 dasselbe Muster der peripheren funktionellen
Gruppen wie Pheoa aufwies und somit nicht weiter durch
Einfithrung polarer Gruppen modifiziert war, die von den
NCC-Strukturen her bekannt waren, wurde 6 als primérer
FCC (pFCC) bezeichnet. AuBer der charakteristischen
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Absorption der a-Formylpyrroleinheit am Ring A bei
/=315 nm (Abbildung 8)®" zeigte das UV/Vis-Spek-
trum von 6 auch ein neues Maximum bei 4 =360 nm,
das durch den neuen, vergroflerten Chromophor der
Ringe B und C hervorgerufen wird.®*! Im Unter-
schied zum nichtlumineszierenden NCC zeigen Lo-
sungen des FCC 6 eine starke und charakteristische
blaue Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum im
Bereich von =450 nm. Diese Eigenschaft war der
Grund fiir die urspriingliche phédnomenologische
Klassifizierung der FCCs als fluoreszierende Chl-Ka-
taboliten./*>2

Pheoa wurde bei Verwendung einer beliifteten
Suspension von Paprika-Chloroplasten (Capsicum
o) annum) in eine zweite blau fluoreszierende Verbin-
dung umgewandelt, den Ca-FCC-2, der sich als ein
Isomer von pFCC (6) erwies.l’”! Eine sorgfiltige NMR-
spektroskopische Analyse von Ca-FCC-2 lokalisierte
den Unterschied in der Konfiguration an C16 (das in
der fritheren, Phytoporphyrin-basierten Namensge-
bung C1 hieB"™). Somit wurde Ca-FCC-2 als epi-pFCC
(epi-6; Abbildung 7) identifiziert.[*”

A FCC A DFCC
200 300 400 500 200 300 400 500
A[nm] A[nm]
A NCC A DNCC
200 300 400 500 200 300 400 500
Alnm] Alnm]

Abbildung 8. Reprisentative UV-Spektren von farblosen Typ-I-Phyllobi-
linen (FCC und NCC) und von Typ-II-Phyllobilinen (DFCC und
DNCC).

Es konnte gezeigt werden, dass die natiirliche Reduktion
vom RCC (7) zum pFCC (6) durch eine Kofaktor-freie RCC-
Reduktase (RCCR) katalysiert wird."¥ Die Identifikation
von 6 und von seinem C16-Epimer epi-6 lieB auf die Aktivitét
von zwei stereospezifischen RCCR-Typen in hoheren Pflan-
zen schlieBen. Diese Schlussfolgerung konnte durch Studien
der Aktivitdt dieser beiden RCCR-Typen, heute als RCCR
Typ-1 und Typ-2 bezeichnet, in einer Vielzahl von Pflanzen
verifiziert werden.*”) Die RCCR aus B. napus entspricht dem
Typ-1, da sie den RCC (7) stereo- und regioselektiv zum
pFCC (6) reduziert.”*! Die gleiche (Regio- und) Stereose-
lektivitdt wurde auch fiir RCCRs aus anderen Pflanzen be-
obachtet, z.B. aus A. thaliana.*™ Im Unterschied dazu
konnte in einer zweiten Gruppe von Pflanzen, zu denen
Spinat (Sp. oleracea)® und Bananen (M. acuminata)®! ge-
horen, Cl6-epimere NCCs gefunden werden, die von epi-
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pFCC (epi-6) abstammen, der seinerseits durch Reduktion
des RCC (7) durch eine Typ-2-RCCR entsteht.[*”*] Die RCC-
Reduktase (RCCR) ist ein konstitutiv exprimiertes Enzym,
das zur Familie der (Ferredoxin-abhzngigen) Bilinreduktasen
gehort."? Die Kristallstruktur des RCCR aus A. thaliana
konnte in Substrat-freier und in RCC-gebundener Form er-
halten werden (siehe Lit.[53,54] fiir Strukturdetails der
RCCR).

3.4. Partielle Synthese von pFCC und epi-pFCC — ein chemisches
Intermezzo

Die Potential-kontrollierte elektrochemische Reduktion
des RCC-Methylesters (7-Me) in einer protischen Ldsung
fiihrte mit einer Ausbeute von 25 % und vernachlassigbarer
Stereoselektivitdt zu den beiden FCC-Methylestern 6-Me und
epi-6-Me. Diese (chemische) Reaktion reprisentierte eine
erste Modellreaktion fiir die RCC-Reduktion durch Kofak-
tor-freie RCCRs, die auf die leichte Reduzierbarkeit von 7-
Me in Ein-Elektronen-Transferreaktionen hinwies. Ahnlich
konnten auch pFCC (6) und epi-pFCC (epi-6) durch eine
elektrochemische Reduktion des synthetisierten RCC (7)
erhalten werden, wobei wiederum eine niitzliche Regiose-
lektivitdt fiir die Wasserstoffaddition an die C15- und C16-
Positionen beobachtet wurde, aber keine wesentliche Ste-
reoselektivitiat (Abbildung 9).* Durch dieses Experiment
waren somit beide C16-Epimere der natiirlichen priméren
FCCs erhiiltlich.

Die einfache elektrochemische Reduktion von 7 zu 6 und
epi-6 in schwach sauren Losungen war im Einklang mit einer
Ferredoxin-abhdngigen, = RCCR-katalysierten =~ Redukti-

on.P2%! Tatsichlich wurde fiir die enzymatische Reduktion
von RCC durch RCCR eine verwandte mechanistische Se-

quenz von Protonierungs- und Ein-Elektronen-Transferre-
[54]

duktions-Schritten angenommen.

(H")kat
—
HO,C  CO,CH, HO,C
w26 /2 H* PFCC (6)
(H )t
— —_—

roter Chl-Katabolit
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4. Verzweigung des PaO/Phyllobilin-Weges in seinen
spdteren Stadien

Gelbe seneszente Blitter der Gerste (H. vulgare) waren
die erste Quelle nicht nur fiir den farblosen NCC 1, sondern
auch fiir einen zweiten wichtigen Typ von nichtfluoreszie-
renden und farblosen Chl-Kataboliten, die urobilinogenoiden
Chl-Kataboliten (UCCs).’”) Die epimeren UCCs 8a und
8b,°" die so in Extrakten von Gerstenblittern gefunden
wurden, schienen beide direkte Folgeprodukte von Hy-NCC-
1 (1) zu sein.”” In den UV/Vis-Spektren dieser neuen Phyl-
lobilane konnte die typische Absorptionsbande der NCCs im
Bereich von A=315nm nicht beobachtet werden, was in
Einklang mit dem Fehlen der Formylgruppe ist. Die Tetra-
pyrrole 8a und 8b werden nun Struktur-basiert als 1,19-
Dioxobilin-artige NCCs (DNCCs; Abbildung 10) bezeich-
net.'” Vor kurzem konnte das farblose Chl-Abbauprodukt
ent-8a im Spitzahorn (Acer platanoides) als zu 8a/8b isome-
rer DNCC identifiziert werden, wobei es sich durch sein CD-
Spektrum als Enantiomer des DNCC 8a aus der Gerste
auswies.®™ Aufgrund dieses beeindruckenden stereochemi-
schen Befundes wurde angenommen, dass DNCCs vielleicht
doch nicht von NCCs, sondern wahrscheinlich von einem
fritheren Intermediat des Chl-Abbaus abstammen, was auf
einen abweichenden Chl-Abbauweg hinwies (siche Ab-
schnitt 4.2).%]

In einer Vielzahl von seneszenten Blittern und reifenden
Friichten, etwa in Spinatblittern,"” Apfeln und Birnen,™!
konnten ausschlieBlich Chl-Kataboliten vom 1-Formyl-19-
oxobilin-Typ gefunden werden. Im Unterschied dazu wurde
in seneszenten Spitzahornbldttern nur der bemerkenswerte
1,19-Dioxobilin-artige Chl-Katabolit ent-8a detektiert.”® In
seneszenten Blittern von Arabidopsis thaliana® ' oder in
Brokkoliréschen (B. oleracea)’®! konnten hingegen beide
Linien der farblosen Phyllobilane identifiziert werden.

Wir wissen heute, dass 1,19-Dioxobilin-artige Chl-Kata-
boliten (DCCs), die nun als Typ-II-Phyllobiline
bezeichnet werden, von der urspriinglichen Linie
der 1-Formyl-19-oxophyllobiline (auch Typ-I-
Phyllobiline) abzweigen. Die Verzeigung findet
dabei auf dem Niveau von FCCs statt, wo die
oxidative Deformylierung mit dem herkémmli-
chen Weg zu anderen spéteren Typ-I-Phyllobilinen
(wie hmFCCs, NCCs) konkurriert und hauptséch-
lich zu 1,19-Dioxobilin-artigen NCCs (DNCCs)
fithrt.""% Zwei Verzweigungspunkte konnten bis
jetzt in A. thaliana identifiziert werden (Abbil-
dung 11).2%

(RCC,7) 4.1. Die urspriinglichen Typ-1-Phyllobiline — farblose 1-
Formyl-19-oxobiline
& O 0
HO,C  CO,CH3 HO,C  CO,CHj
) Im Laufe der Jahre wurden ungefihr 20
epi-pFCC (epi-6) NCC epi-5

Abbildung 9. Biomimetische chemische Partialsynthese der NCCs 5 und epi-5 tiber
elektrochemische Reduktion des RCC (7) zu pFCC und epi-pFCC (6 und epi-6) und
deren anschlieRende stereoselektive, siurekatalysierte Isomerisierung zu 5 und epi-

5.[200]
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strukturell verschiedene (nichtfluoreszierende) 1-
Formyl-19-oxophyllobilane (NCCs oder Typ-I-
Phylloleucobiline) charakterisiert, wodurch ihre
Relevanz als Endprodukte des Chl-Abbaus in se-
neszenten Blittern verschiedener Pflanzen eta-
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bliert wurde. Dazu zéhlten u.a. die
NCCs 1-4 (siche Abschnitt 1), epi-9
und epi-10 aus dem Tabak (Nicotiana
rustica),'” epi-5 und epi-11 aus C. ja-
ponicum,?**%) epi-1, epi-5, epi-11, epi-
12 und epi-13 aus Spinat (Spinacia
oleracea),"* epi-9 und epi-14 aus Mais
(Zea mais)®™ sowie 3, 4, 15-17 aus
A. thaliana®® (Tabelle 1 und Abbil-
dung 12).% Tn Extrakten seneszenter
Blédtter konnten NCCs mittels ihres
charakteristischen UV-Spektrums mit
Absorptionsmaximum bei A~315nm
klassifiziert werden (Abbildung 8)."
ESI-Massenspektren halfen, die Mole-
kiilformeln zu bestimmen. Charakte-
ristische Fragmente gaben Aufschluss
tiber mogliche funktionelle Grup-
14 pen.'*! TH.NMR-Spektren der NCCs
zeigten das charakteristische Singulett
einer CH=O-Gruppe im Tieffeld.®

+40 |

-40

H=:
s o
HO,C  CO,CHy

DNCC ent-8a A Konstitution und Teile der relativen
ent-8a Konfiguration  von  Phyllobilanen
Y : 2 . konnten durch Analyse von zweidi-
200 250 300 350 400 X —
mensionalen H, H-homonuklearen

Alnm —— 1ty 13
und "H,’C-heteronuklearen Spektren

bestimmt werden, (510172

Alle NCCs (oder 16,19-Dihydro-1-
formyl-19-oxophyllobilane!"”!) sind fle-
xible, lineare Tetrapyrrole mit dekon-
jugierten Pyrroleinheiten. Als Ab-
kommlinge des pFCC (6) und des epi-
pFCC (epi-6), die sich nur in der abso-
luten Konfiguration an C16 (pflanzen-
spezifisch) unterscheiden, treten auch
die NCCs in zwei epimeren Klassen auf
(vgl. dazu Lit. [64] und Tabelle 1). Mit
einer bemerkenswerten ~Ausnahme
weisen alle NCCs eine Methylgruppe an
C2 auf."" Diese Ausnahme ist A--NCC-
3 (15, aus seneszenten A.-thaliana-
Bldttern isoliert), der eine Hydroxy-
methylgruppe an der C2-Position
trigt.*! AuBerdem weisen alle NCCs
und auch die anderen bekannten, na-
tiirlichen Phyllobiline aus hoheren
Pflanzen eine Methoxycarbonyl- oder
Carboxygruppe an der C8>-Position auf
(Tabelle 1). Die Struktur ihres Ringes E
schlieBt somit Pyrophiophorbid a (13*
Desmethoxycarbonyl-Pheoa) als rea-
listische biologische Vorstufe aus.

Der amphiphile NCC 3*-Hydroxy-
16,19-dihydro-1-formyl-19-oxo-epi-
phyllobilan (epi-11) konnte in ver-
schiedenen Pflanzen beobachtet wer-
Abbildung 11. Eine grundlegende Verzweigung im Chl-Abbau setzt auf dem Niveau der FCCs den,™ etwa als Cj-NCC-1 in Blittern
ein und eréffnet den Zugang zu Typ-l und Typ-2 Phyllobilinen (siehe Tabellen 1-3 fiir Beispie-
le von R, R? und R?).

Abbildung 10. Strukturformeln der DNCCs 8a/8b (aus der Gerste)®” und von ent-8a (aus Spitz-
ahornblittern),”® dessen CD- und UV/Vis-Spektren (rechts) ihm die Eigenschaften eines ritsel-
haften Enantiomers von 8a zuweisen.

Ho,c  COCHs

32.0H-pFCCs 21/ epi-21

NCCs hmFCCs

DNCCs

von C. japonicum.P*%! Dieser NCC
tragt eine Hydroxygruppe an der ter-
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Tabelle 1: Strukturen der natiirlichen 1-Formyl-19-oxophyllobilane, die nichtfluoreszierenden Chl-Kataboliten (NCCs).
Nel R RN R C16  urspr. Name Lit.

(identisch mit)!¥
17 H H CH=CH, n Bo-NCC-2 (At-NCC-5/Bn-NCC-4!) [60,61]
15 H H CH=CH, n At-NCC-311 [66]
epi-5 H CH, CH=CH, epi G-NCC-2 (So-NCC-5) [20a,b50]
4 OH H CH=CH, n Bn-NCC-3 (At-NCC-2') [23,60]
epi-13  OH H CH=CH, epi S0-NCC-3 (Mc-NCC-49/Ej-NCC-3) [50,51,83]
epi-12 OH H CH(OH)-CH,OH epi S0-NCC-1 (Mc-NCC-26) [50,51]
1 OH CH, CH=CH, n Sw-NCC-58 [91]
epi-11  OH CH; CH=CH, epi G-NCC-1 (So-NCC-4/Pc-NCC-2/Md-NCC-2/ [50,51,59,63]

Mc-NCC-61/Ej-NCC-41) 83]
1 OH CH; CH(OH)-CH,0H n Hv-NCC-1 18]
epi-1  OH CH; CH(OH)-CH,OH epi S0-NCC-2 (Mc-NCC-42/Ej-NCC-11) [50,51,64,83]
3 0O-Glc H CH=CH, n Bn-NCC-2 (At-NCC-1/Bo-NCC-1) [23,60,61]
16 O-Glc CH; CH=CH, n At-NCC-41 [60]
epi9  OGlc CH; CH=CH, epi Nr-NCC-2 (Zm-NCC-2/Pc-NCC-1/Md-NCC-1/Te-NCC-2/Mc-NCC-59)  [51,59,62,65,92]
epi-14  O-Glc CH,; CH(OH)-CH,OH epi Zm-NCC-1 (Te-NCC-1/Co-NCC-11) [65,82,92]
epi-18  O-Glc CH; CH(OH)-CH,O-Glc epi Pd-NCC-32 [68]
epi-10  O-MalGlc CH; CH=CH, epi Nr-NCC-1 [62]
2 O-Mal H CH=CH, n Bn-NCC-1 [18a,23]
epi-29  O-Mal CH; CH=CH, epi Ej-NCC-2" 183]
epi-20 OH CH; CH=CH, epi Mc-NCC-58&" [51]
epi-21  OH CH, CH=CH, epi Mc-NCC-55M1 [51]

[a] Substanznummer (siehe Text). [b] R' bis R® beziehen sich auf die in Abbildung 13 dargestellte, allgemeine NCC-Formel. Mal =Malonyl; Glc=f-
Glucopyranosyl, MalGlc=06'-(Mal)Glc. [c] Die absolute Konfiguration am C16-Atom von NCCs ist noch unbekannt; C16 der NCCs als ,,n“ oder als
,epi“ spezifiziert, je nachdem, ob sie von pFCC (6) oder epi-pFCC (epi-6) abstammen. [d] Bo-NCCs: B. oleracea var. italica (Brokkoli),®” At-NCCs:
A. thaliana,’®®®! Bn-NCCs: B. napus (Raps),'®?! Gi-NCCs: C. japonicum (japanischer Kuchenbaum),?**®! So.NCCs: Sp. oleracea (Spinat),?* %! Mc-
NCCs: M. acuminata (Banane, Cavendish Cultivar),®"! Sw-NCC-58: Sp. wallisii (Friedenslilie),”"! Pc-NCCs: P. communis (Birne),’® Md-NCCs: M. do-
mestica (Apfel),¥) H»-NCC-1: H. vulgare (Gerste),® Nr-NCCs: N. rustica (Tabak),®? Zm-NCCs: Z. mays (Mais),”*® Te-NCCs: T. cordata (Linde),”? Ej-
NCCs: E. japonica (japanische Wollmispel),®*! Co-NCCs: C. oblonga (Quitte),®? Pd-NCCs: P. domestica (Zwetschgenbaum).l®®l [e] Vorlaufige Klassifi-
zierung auf Grundlage von UV/Vis- und Massenspektren. [f] At-NCC-3 (15) tragt eine HOCH,-Gruppe an C2.° [g] R-Konfiguration an C10 abgeleitet

aus dem CD-Spektrum.PY [h] S-Konfiguration an C10 abgeleitet aus dem CD-Spektrum.P" [ Propionylseitenkette mit einer Daucyleinheit veres-

tert, 282,891

o) o)
HO,C  CO,CHs HO,C  CO,CHj

epi-11 (Cj-NCC-1) epi-9 (Nr-NCC-2)

Abbildung 12. Konstitutionsformeln von zwei typischen natiirlichen NCCs. Die
Kataboliten epi-11 und epi-9 (urspriinglich als G-NCC-1 und Nr-NCC-2 identifi-
ziert), die auch in Apfel- und Birnenschalen vorhanden sind (siehe Tabelle 1).

minalen C3%-Position der Ethylseitenkette am Ring A, welche
die Polaritdt erhoht. Das Phyllobilan epi-11 wurde z.B. auch
in reifenden Apfeln und Birnen sowie in deren seneszenten
Blittern gefunden und dort als Pc-NCC-2 und als Md-NCC-2
bezeichnet.”” Sein Epimer, das 32-Hydroxy-16,19-dihydro-1-
formyl-19-oxophyllobilan 11, wurde (als So-NCC-4) in se-
neszenten Blittern von Spinat und (als Sw-NCC-58) in der
Friedenslilie (Spathiphyllum wallisii) gefunden. Die 3*-OH-
Funktion kann auch als Anker fiir weitere hydrophile Grup-
pen fungieren, wie in 3%-(B-Glucopyranosyl)oxy-1-formyl-19-
oxo-epi-phyllobilan (epi-9), das in seneszenten Blittern des
Tabaks entdeckt und als Nr-NCC-2 bezeichnet wurde.*” 1-
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Formyl-19-oxophyllobilane (auch als NCCs bezeichnet;
siche Tabelle 1) weisen zusitzliche konstitutionelle
Unterschiede an den Seitenketten der C3-, C8- und
C18-Position auf, die alle durch verschiedene periphere
Modifikationen wihrend des Katabolismus durch
Malonylierung,'"® Methylesterhydrolyse!®*! und/oder
Dihydroxylierung an der C18-Vinylgruppe!® zustande
kommen. Einzigartige NCC-Strukturen konnten kiirz-
lich sowohl in Blittern des Zwetschgenbaumes (Prunus
domestica) identifiziert werden, wo der an den 03 und
O18-Positionen zweifach glucopyranosylierte Pd-
NCC-32 (epi-18) vorkommt, ™ wie auch in Blittern der
Ulme (Ulmus glabra), wo eine tiberbriickende Gluco-
pyranosylgruppe ein beispielloses, makrozyklisches
[17.3.1]-Bicycloglykosyl-Motiv im Ug-NCC-3 (epi-19)1*)
bildet (Abbildung 13). Zusitzlich konnten in der reifen Ba-
nanenschale Spuren von neuartigen, natiirlichen NCC-Estern
(Mc-NCC-58, epi-20, und sein C10-Epimer Mc-NCC-55, epi-
21) durch Vergleich der HPLC-Spuren mit authentischen
Proben nachgewiesen werden, die durch sédurekatalysierte
Isomerisierung von Mc-FCC-56 hergestellt wurden (siche
Abschnitt 6.2).Y Die Strukturen der NCCs lassen auf ein
breites Spektrum an relevanten Enzym-katalysierten Reak-
tionen wie Hydroxylierung, Glykosylierung, Malonylie-
rung,””! Dihydroxylierung, Methylesterhydrolyse®™ und Pro-
pionatveresterung im Chl-Abbau schlieBen. Die Hydroxy-
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HO,C  CO,CHj3

allgemeine Formel fir NCCs Pd-NCC-32 (epi-18)

Mc-NCC-55 (epi-21)

Ug-NCC-33 (epi-19) Mc-NCC-58 (epi-20)

Abbildung 13. Allgemeine NCC-Formel mit Atom-Nummerierung (oben
links) und Formeln von natiirlichen NCCs, die eine einzigartige Struk-
tur aufweisen, wie der zweifach glykosylierte Pd-NCC-32 (epi-18), der
bicyclo-glycosidische Ug-NCC-3 (epi-19) und die epimeren NCC-Ester
epi-20/epi-21 aus der Bananenschale (Mc-NCC-58 mit R-Konfiguration
an C10 und sein S-Epimer Mc-NCC-55).

lierung an der Position C3°°!! sowie die Hydrolyse der Me-
thylesterfunktion an O8“®l konnten bereits an den ent-
sprechenden FCC-Vorstufen festgestellt werden. Analog wird
angenommen, dass auch die an einigen NCCs beobachtete
Glykosylierung, Malonylierung, Propionatveresterung und
Dihydroxylierung der Seitenkette an C18 von Enzym-kata-
lysierten Reaktionen an den entsprechenden FCCs herriih-
ren. Tatsdchlich scheint es, als wiirden die modifizieren FCCs
(mFCCs) bereits mit den polaren Gruppen ausgestattet,
bevor sie in die Vakuolen transportiert werden und dort
direkt zu NCCs isomerisieren.["?"]

Fluoreszierende Chl-Kataboliten (FCCs oder 12,13,16,19-
Tetrahydro-1-formyl-19-oxophyllobilene-b) und entspre-
chende (nichtfluoreszierende) NCCs (16,19-Dihydro-1-
formyl-19-oxophyllobilane) sind Isomere. Diese strukturelle
Verwandtschaft lie3 vermuten, dass sich FCCs — durch Aro-
matisierung des Ringes C in ein Pyrrol angetrieben — in NCCs
umwandeln konnten,” wie es dhnlich von Hydroporphy-
rinen bekannt ist.”" Die hypothetische, nichtenzymatische
Isomerisierung der FCCs zu NCCs wurde sowohl mit dem
primédren FCC (6) als auch mit seinem C16-Epimer, epi-6,
getestet.?"?! Zuerst wurde die siureinduzierte Isomerisie-
rung des epi-pFCC (epi-6) studiert, der sich hoch stereose-
lektiv in den natiirlichen Cj-NCC-2 (epi-5) umwandelte.*!
Die Isomerisierung von epi-6 zu epi-5 (Abbildung 9) ging
ziigig bei pH 4.9 vonstatten, wobei epi-6 eine Halbwertszeit
von weniger als 30 min aufwies.”™ Ahnlich isomerisierten
pFCC 6 und epi-6 bei pH 4 stereoselektiv zu ihren entspre-
chenden NCCs 5 und epi-5 (vgl. Abbildung 9) mit Kinetik
erster Ordnung und Geschwindigkeiten von 0.020 bzw.
0.039 min .12

Im Einklang mit ihrer raschen Isomerisierung zu NCCs
kommen typische FCCs in seneszenten Blittern nur kurz-
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zeitig vor. Die freie Propionsdurefunktion an der C12-Posi-
tion des Ringes C aktiviert und steuert die (sdurekatalysierte)
FCC-zu-NCC-Isomerisierung auf eine beachtlich stereose-
lektive Art (Details zur mechanistischen Diskussion siche
Lit. [20a]). Das pH-Profil der Reaktionsgeschwindigkeit
stimmte hierbei mit der Beteiligung eines Protonendonors
mit einem pKa-Wert bei etwa 5 iiberein, was die mechanisti-
sche Ansicht bestérkt, dass die Isomerisierung iiber eine in-
tramolekulare Protonierung durch die Propionsdurefunktion
am C10 zustandekommt. Die zweite freie Carbonsdurefunk-
tion an der C8>-Position des natiirlich vorkommenden At-
FCC-2 (22) beschleunigte die FCC-zu-NCC-Isomerisierung
bei pHS weiter um den Faktor7 (eine wahrscheinliche
Konsequenz eines lokalen Ladungseffektes).””? Somit wurde
eine nichtenzymatische FCC-zu-NCC-Isomerisierung auch
fiir die natiirliche Bildung der NCCs im sauren Milieu der
Vakuolen vorgeschlagen, wo die freie Propionsdurefunktion
partiell protoniert vorliegen wiirde. Der intramolekulare
Protonierungsschritt wiirde die dabei gebildeten NCCs pré-
ferenziell mit einer R-Konfiguration an C10 erzeugen. Im
Einklang mit dem vorgeschlagenen Mechanismus der Iso-
merisierung von natiirlichen FCCs zu den entsprechenden
NCCs weisen die natiirlichen NCCs — mit ganz wenigen
Ausnahmen - alle ein grundsétzlich dhnliches CD-Spektrum
auf, was auf die gleiche absolute Konfiguration an der meso-
Position (C10) zwischen den Ringen B und C schlieBen
lasst.”** Die vorgeschlagene R-Konfiguration fiir den NCC
epi-11 wurde jlingst durch eine detaillierte Strukturanalyse,
inklusive Rontgenstrukturanalyse, eines gelben Chl-Katabo-
liten (YCC) bestitigt, der aus dem NCC epi-11 erhalten
wurde (siehe Abschnitt 7).

Die entscheidende Rolle der Propionsdureseitenkette bei
der FCC-zu-NCC-Isomerisierung wurde durch Isomerisie-
rungsstudien mit den analogen, partialsynthetisch erhaltenen
FCC-Methylestern 6-Me und epi-6-Me weiter bestirkt.”*!
Beide epimeren FCC-Methylester isomerisierten schlielich
mit einer niedrigen Stereoselektivitdt an C10, einer niedrigen
Geschwindigkeit und geringen Umwandlungsrate und liefer-
ten dadurch die entsprechenden stereoisomeren NCC-Me-
thylester 5-Me/ent-epi-5-Me (aus 6-Me) und epi-5-Me/ent-5-
Me (aus epi-6-Me; Abbildung 14).”®! Auch die Spiegelbilder
der (Methylester der) natiirlichen NCCs konnten also leicht
generiert werden. Offensichtlich wird die Aktivierung der
Isomerisierung durch Veresterung der freien Propionsdure-
funktion blockiert. Dieser bemerkenswerte Befund half
spéter, die unerwartete Ansammlung von persistenten FCCs
in reifen Bananen zu erkldren (siche Abschnitt 6), die ja eine
Propionsdureesterfunktion tragen und damit biologisch
,.verkappte“ FCCs sind.**"

Bisher wurde die Konfiguration an C10 fiir natiirlich
vorkommende NCCs als R abgeleitet. Vor kurzem konnten
jedoch zwei NCCs aus Bléttern der Birke isoliert werden, die
ein spiegelverkehrtes CD-Spektrum gegeniiber dem von
1 aufwiesen, was auf eine umgekehrte Konfiguration an C10
schlieBen lieB.”! Dieser Befund regt an, auch die Relevanz
von alternativen Wegen in Betracht zu ziehen, die die Bildung
von NCCs mit einer umgekehrten C10-Konfiguration her-
vorrufen. Moglicherweise wird in den Bldttern der Birke die
FCC-zu-NCC-Isomerisierung durch einen Enzym-kontrol-
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o
CO,CHj3
5-Me

$ o
H3CO,C  CO,CHj
ent-epi-5-Me

HyCO,C

H3CO,C  CO,CHj;
ent-5-Me

o}
CO,CHj

H3CO,C

epi-5-Me

H3CO,C CO,CH,
epi-6-Me
Abbildung 14. Die siureinduzierte Isomerisierung des Methylesters der
primdren FCCs (6-Me/epi-6-Me) zu analogen NCCs ist langsam und
verlduft nicht stereoselektiv; dabei werden die NCC-Methylester 5-Me/
epi-5-Me sowohl der n- als auch der epi-Reihe wie auch ihre beiden
Enantiomere (ent-5-Me/ent-epi-5-Me) gebildet.**!

lierten, stereochemisch abweichenden Prozess katalysiert.
Die Beobachtung der abweichenden Konfiguration in
Birken-NCCs betont die Wichtigkeit von CD-Spektren fiir
die Charakterisierung neuer NCCs.

Verschiedene fluoreszierende Chl-Kataboliten (FCCs)
oder Typ-I-Phyllolumobiline konnten in Extrakten von se-
neszenten Bléttern durch ihre Fluoreszenz miihelos beob-
achtet werden. Wie oben beschrieben, werden primére fluo-
reszierende Chl-Kataboliten in hoheren Pflanzen direkt
durch die Enzym-katalysierte Reduktion des Protein-gebun-
denen RCC (7) gebildet. Die absolute Konfiguration der C16-
Position des primiaren FCC 6!""*! und seines Epimers, epi-
6,”'** konnte bisher nicht aufgeklirt werden. Deshalb
werden FCCs entweder zur normalen (n-)Reihe (wie 6 und
mFCCs, die aus 6 entstehen) oder zur epi-Reihe zugehorig
(gilt fiir epi-6 und seine Derivate) klassifiziert. Die auf dem
Niveau der primdren FCCs eingefiihrte Konfiguration an C16
scheint in mFCCs und ihren Abkommlingen (NCCs, DNCCs
usw.) unter physiologischen Bedingungen beibehalten zu
werden. Deshalb gehoren NCCs, DNCCs usw. ihrerseits
entweder zur n- oder epi-Reihe (Tabellen 1 und 2 in diesem
Abschnitt sowie Tabelle 3 in Abschnitt 4.2).

Im Unterschied zu den sich oft anreichernden NCCs und
mit Ausnahme der auBergewohnlich persistenten hypermo-
difizierten FCCs (siche Abschnitt 6) treten typische FCCs
nur fliichtig in den Bldttern seneszenter Pflanzen auf, und ihre
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Identitit konnte nur gelegentlich geklirt werden."”! Zudem
scheint der primdre FCC rasch weiter funktionalisiert zu
werden. Die Hydroxylierung von pFCC/epi-pFCC an der C3*
Position scheint ein frithes Geschehen im Chl-Abbau hoherer
Pflanzen zu sein und findet wahrscheinlich schon in den
Chloroplasten statt.”! Eine solche frithe und effiziente Hy-
droxylierung der C3*-Position stimmt mit dem Auftreten der
isomeren 3*-Hydroxy-1-formyl-19-oxophyllobilane (NCC 11
oder sein C16-Epimer, epi-11) als typische Hauptfraktionen
unter den NCCs in seneszenten Bléttern iiberein. Natiirliche
NCCs, denen diese 3>-OH-Modifikation fehlt, wurden bislang
selten (epi-5) oder nie (5) detektiert.’® In Extrakten senes-
zenter Blitter von A. thaliana konnte jedoch ein natiirlich
gebildeter pFCC (6, At--FCC-3) nachgewiesen werden.”) Der
32-Hydroxy-pFCC 23 (3*-Hydroxy-12,13,16,19-tetrahydro-1-
formyl-19-oxophyllobilen-b) wurde in seneszenten Bléttern
der Methylesterasemutante (MES16) von A. thaliana detek-
tiert, in der die Aktivitdt fiir die Methylesterhydrolyse von
Phyllobilinen ausgeschaltet wurde.””’ Sein Epimer, 3*-Hy-
droxy-epi-pFCC (epi-23, 3*-Hydroxy-12,13,16,19-tetrahydro-
1-formyl-19-oxo-epi-phyllobilen-b) wurde als Mc-FCC-62 in
Bananenschalen identifiziert.®"!! In seneszenten A.-thaliana-
Blittern konnten zwei weitere polare FCCs tentativ als 3%
Hydroxy-O8*-desmethyl-12,13,16,19-tetrahydro-1-formyl-19-
oxophyllobilen-b  (At-FCC-1, 24) und O8*-Desmethyl-
12,13,16,19-tetrahydro-1-formyl-19-oxophyllobilen-b (At-
FCC-2, 22) identifiziert werden (Tabelle 2), die durch die
Hydrolyse der Methylesterfunktion des 32-Hydroxy-pFCC
(23) bzw. des pFCC (6) gebildet werden.™!

Das Vorhandensein von (anderen) modifizierten FCCs
mit einer freien Propionsédurefunktion in vivo ist hingegen
kaum belegt. Deshalb wurde das Auftreten dieser natiirlichen
Zwischenstufen bisher aus den Strukturen der vorkommen-
den NCCs abgeleitet, die als direkte Isomerisierungsprodukte
der jeweils zugehorigen mFCCs angesehen werden (Abbil-
dung 15).°%1%1 Dje NCC-Strukturen lassen eine Reihe von
Modifizierungen an FCCs vermuten, die wahrscheinlich (oder
wie man weif}) von Enzymen im Cytosol katalysiert wer-
den.” Interessanterweise lisst die einzigartige Modifizierung
des At-NCC-3 (15) an C2 auf einen abweichenden kataboli-
schen Weg in A. thaliana schlieBen,® der auf eine Seiten-
kettenhydroxylierung ohne die sonstige hohe Selektivitét fiir
C3? zuriickzufiihren sein diirfte.

HO,C

CO,R?

allgemeine Formel fiir NCCs allgemeine Formel fur FCCs

Abbildung 15. Die Strukturen von hypothetischen modifizierten FCCs
(mFCCs, rechts) werden Ublicherweise von jenen der zugehdérigen iso-
meren NCCs (links) abgeleitet.

Angew. Chem. 2016, 128, 4964 — 4990


http://www.angewandte.de

GDCh

e Aufsitze

Tabelle 2: Strukturen der natiirlich gebildeten fluoreszierenden Typ-I-Phyllobiline (FCCs, oberer Ab-
schnitt) und der fluoreszierenden Typ-lI-Phyllobiline (DFCCs und iso-DFCC, unterer Teil): Die Reste R',
R? und R* beziehen sich auf die allgemeinen FCC-Formeln (inklusive der Nummerierung); siehe Ab-
bildung 15.

N R R? R* cie® vorlaufige Namen! Lit.
22 H H H n At-FCC-2 [60]
6 H CH; H n Bn-FCC-2 (pFCC) [25,60]
epi-6 H CH, H epi Ca-FCC-2 (epi-pFCC) [47]
24 OH H H n At-FCC-1 [60]
23 OH CH; H n 3%.0H-pFCC [27]
epi-23 OH CH, H epi Mc-FCC-62 [57]
23-Me OH CH, CH, epi Me-FCC-71 [51]
epi-41 OH CH;, 5"-Daucylt! epi Mec-FCC-56 [28a]
epi-42 OH CH, 4'-Daucyl epi Mec-FCC-53 [28a,85]
25 OH CH, trl n Sw-FCC-62 [74]
epi-25 OH CH;, tl epi Ma-FCC-69 [76]
epi-26 OH CH, i epi Ma-FCC-61 [28b]
epi-27 OH CH;, 0l epi Ma-FCC-63 [76]
epi-28 OH CH; i epi Ma-FCC-64 [76]
epi-43 O-Glc CH, 5"-Daucyl epi Mc-FCC-49 [85]
epi-44 O-Glc CH; 4'-Daucyld epi Mc-FCC-46 [85]
45 O-GlcH CH, H n Atyes-FCC [67]
34 OH H H n At-DFCC-33 [26¢]
35 OH CH, H n [27]
40 H CH; H n Atyes-2HM-iso-DFCC [26a]

[a] Substanznummer (siehe Text), R* =Vinyl. [b] Relative Konfiguration an C16: n=normal, wenn von
pFCC, oder epi=epimer, wenn von epi-pFCC abgeleitet. [c] Bn-FCC-2 (aus Raps, B. napus),”! Ca-FCC-2
(aus Paprika, C. annuum),"”’! At-FCCs (aus A. thaliana),’*® Mc-FCCs (aus Schalen von Bananen)?*>! und
Ma-FCCs (aus Bananenblittern, M. acuminata, Cavendish Cultivar),?®>7% Sy-FCC-62 (aus seneszenten
S.-wallisii-Blattern).’ [d] Glc = B-Glucopyranosyl. [e] Vermutlich ein Artefakt der Methanolyse persis-
tenter FCC-Daucylester. [f] Daucinsdure an 5'-OH gebunden. [g] Daucinsiure an 4-OH gebunden.

[h] R*=6-B-Glucopyranosyl-(1-1')-2-[3,4-dihydroxyphenyl]ethyl. [i R*= 6-a-Galactopyranosyl-(1-6)-B-ga-
lactopyranosyl-(1-1)-glyceryl. [] R*= 6-B-Glucopyranosyl. [k] R* = 6-a-Glucopyranosyl.

An dte

hdufig vorkommenden Membran-
komponenten dar. Ma-FCC-61
(epi-26) konnte folglich ein Spal-
tungsprodukt eines bisher nicht
identifizierten, deutlich komplexe-
ren FCC-artigen Pigmentes sein.*!
Tatsdchlich zeigt die o-Galactopy-
ranosyl-(1—6)-p-galactopyranosyl-
(1—1)-glyceryl-Einheit starke Affi-
nitdt zu Lipasen, die Esterfunktio-
nen von Digalactosyldiacylglycero-
len spalten und die polare Kopf-
gruppe freisetzen. Eine kleine,
zusitzliche Gruppe von weniger
polaren AmFCCs in Bananenblit-
tern konnte ebenfalls charakteri-
siert werden und reprisentiert
FCC-Ester mit $-Glucopyranosyl-
einheiten, die tiber O6' (ihre pri-
mire OH-Gruppe) an der ent-
scheidenden Propionylseitenkette
der FCCs hingen. Einer dieser
hmFCCs, Ma-FCC-69, weist ein 3,4-
Dihydroxyphenylethyl-Aglycon an
seiner Glucopyranosylestereinheit
auf und stellt somit das C16-Epimer
(epi-25)"% von Sw-FCC-62 (25) aus
den Blittern von Sp. wallisii dar."
Dieser n/epi-Unterschied resultiert
aus unterschiedlichen Klassen von

Im Unterschied zu den kurzlebigen, typischen FCCs ist
ein in den natiirlich seneszenten Bléttern der tropischen,
immergriinen Pflanze Spathiphyllum wallisii gefundener FCC
erstaunlich persistent und in recht groBen Mengen (> 13 %
des Chl in den griinen Blittern) vorhanden."¥ Dieser hyper-
modifizierte FCC (hmFCC), inzwischen als Sw-FCC-62 (25)
bekannt, ist an der entscheidenden Propionylseitenkette am
Ring C mit einer B-Glucopyranosyl-(1—1)-2-(3,4-dihydroxy-
phenyl)ethyl-Gruppe verestert (Abbildung 16). Da derartige
Propionsdureester hmFCCs gegen die sdureinduzierte Iso-
merisierung zu NCCs schiitzen, stellen /mFCCs eine beach-
tenswerte Gruppe von biologisch ,,verkappten“ Versionen
der normalen FCCs dar.

Die persistenten smFCCs wurden urspriinglich in Bana-
nenfriichten entdeckt (siche Abschnitt 6).7% In seneszenten
(gelben) Blittern der Bananenpflanze (Musa acuminata,
Cavendish cultivar) sammelte sich ebenfalls eine Reihe von
hmFCCs an, wiahrend nichtfluoreszierende Chl-Kataboliten
(NCCs) dort nicht detektiert werden konnten. Durch die
Akkumulation von simFCCs in den gelben Bananenblittern
zeigten diese eine diffuse blaue Lumineszenz, sobald die
Bldtter mit UV-Licht bei 1~ 360 nm bestrahlt wurden. Ein
erster, polarer AmFCC aus den Bananenblittern (Ma-FCC-
61, epi-26) wurde als Propionylester einer 6-a-Galactopyra-
nosyl-(1—6)-p-galactopyranosyl-(1—1)-glyceryl-Einheit cha-
rakterisiert (Abbildung 16).”*"! Diese auBergewohnliche Es-
terfunktion stellt die polare Kopfgruppe von in Thylakoiden
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RCC-Reduktasen: Wihrend in Ba-

nanenblittern (und auch in Bana-
nenfriichten, siche Abschnitt 6) eine Reduktase des RCCR-2-
Typs aktiv ist, produziert eine RCCR-1 in Sp. wallisii farblose
Chl-Kataboliten der n-Reihe."

In seneszenten Bananenblédttern kommen FCCs mit einer
verbliiffenden Haufigkeit vor, wihrend NCCs nicht detektiert
werden konnten und auch keine Anzeichen fiir das Vorhan-
densein von Typ-II-Phyllobilinen gefunden wurden.”" In zwei
weniger polaren hmFCCs in Bananenblittern, Ma-FCC-63
(epi-27) und Ma-FCC-64 (epi-28), war eine - bzw. eine a-
Glucopyranosyleinheit jeweils tiber ihre primédre 6-OH-
Gruppe an die Propionylseitenketten gekniipft. Die freien
anomeren Zentren von epi-27 und epi-28 ermoglichen eine
gegenseitige Umwandlung iiber eine spontane Anomerisie-
rung in wissriger Losung."®! Die Gegenwart dieser hmFCCs
in Extrakten von seneszenten Bananenbléttern bestédrkte die
Vermutung, dass es sich dabei entweder um Vorstufen oder
moglicherweise auch um Uberreste oder partielle Abbau-
produkte von noch nicht identifizierten, zuséitzlich modifi-
zierten hmFCCs handelt. Die Veresterung der entscheiden-
den Propionylgruppe von FCCs mit Glucopyranosyl- oder,
alternativ, mit Galactopyranosyleinheiten {iber deren primére
6’-OH-Gruppen ergibt zwei unterschiedliche Linien von
persistenten Ma-FCCs im Bananenblatt. Die Zuckereinhei-
ten dieser imFCCs priasentieren verschiedene Positionen fiir
das Ankniipfen weiterer Gruppen. Tatsichlich zeigten Ana-
lysen von noch unpolareren FCC-Fraktionen, die in geringen
Mengen vorkommen, dass es sich dabei um Derivate der
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Ma-FCC-61 (epi-26) Sw-FCC-62 (25) R = 2-[3,4-(OH),-
Ma-FCC-69 (epi-25) | phenyil-ethyl
Ma-FCC-63 (epi-27) R=H (B-1')

Ma-FCC-64 (epi-28) R=H (a-17)

Aﬁ'g‘“ eidndte
Intematlonal Edition Ch em , e

2o1o—49/3o

" WWILEY-VCH

Abbildung 16. Oben: Strukturformeln von hmFCCs aus den Blittern
von Bananen (Ma-FCCs) und Sp. wallisii (Sw-FCC-62). Unten: Wieder-
gabe eines Titelbildes, das ein gelbes Bananenblatt bei Tageslicht und
unter Schwarzlicht zeigt.?*!

hmFCCs epi-27/ epi-28 handelt, die unerwartete, terpenoide
Aglycone mit B-glycosidischer Verkniipfung zum Zuckerrest
aufweisen.””!

4.2. Der Typ-11-Phyllobilin-Zweig — farblose 1,19-Dioxobiline

Die Entdeckung von 1,19-Dioxobilin-artigen NCCs
(DNCCs) warf die Fragen nach ihrer Bildung und ihrer Re-
levanz fiir den Chl-Abbau auf.’”* Die urspriinglich gebil-
deten bilinartigen Produkte des PaO/Phyllobilin-Weges sind
1-Formyl-19-oxobiline, die Typ-I-Phyllobiline.’*!”) DNCCs
werden in spéteren Schritten des Chl-Abbaus gebildet und
deshalb als Typ-II-Phyllobiline klassifiziert. Die 1,19-Dioxo-
bilin-Struktur der DNCCs (Abbildungen 11 und 17)7%! zeigt
eine beachtliche Ahnlichkeit zu jener der von Him abstam-
menden Biline, der Himobiline.’! Neuere Studien eréffneten
damit eine konstitutionelle und stereochemische Vielfalt an
DNCCs, die mit jenen der besser untersuchten NCCs ver-
gleichbar ist und dem Zweig der Typ-1I-Phyllobiline weiteres
Gewicht verleiht.!"!
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CO,R? ° CO,R?

HO,C HO,C

allgemeine Konstitutionsformel fur DNCCs allgemeine Formel fir 2HM-iso-DNCCs

allgemeine Formel fir 4HM-DNCCs
(X = CH,0H)

Abbildung 17. Allgemeine Formeln der farblosen und nichtfluoreszie-

renden Typ-1I-Phyllobiline: DNCCs, 4-Hydroxymethyl-DNCCs und 2-Hy-
droxymethyl-iso-DNCCs ¢!

1,19-Dioxobilin-artige nichtfluoreszierende Chl-Katabo-
liten (DNCCs) sind das formale Produkt der oxidativen
Entfernung der Formylgruppe von NCCs.'”) Die Abwesen-
heit der fiir NCCs charakteristischen Absorption bei A
~ 315 nm (Abbildung 8) erschwert die Detektion von DNCCs
durch ihre UV-Absorption. Solche farblosen Dioxobilin-ar-
tigen Chl-Kataboliten (DCCs) treten in einer Vielzahl von
seneszenten Blattern auf. DCCs kommen in manchen Blit-
tern zusammen mit Typ-I-Phyllobilinen vor, wie in A. thalia-
na. In Blattern des Wildtyps von A. thaliana stellt das polare
1,19-Dioxophyllobilan A--DNCC-33 (30) das mengenmafBig
bei weitem hiaufigste Phyllobilin dar, wihrend A-DNCC-45
(31a) und sein Isomer At-NCC-48 (31b) nur in geringen
Mengen auftreten.””) In Extrakten der A.-thaliana-MES16-
Mutante wurden neben geringeren NCC-Fraktionen weitere
1,19-Dioxophyllobilane identifiziert, wie Aty;c-DNCC-47
(32) und At,,;-DNCC-38 (33) (Tabelle 3).2% Der letztere ist
ein Cl16-Epimer des aus seneszenten Weinblittern isolierten
Vv-DNCC-51 (epi-33)."¥ In den seneszenten Blittern der
Gerstel und des Spitzahorns® wurden die DNCC-Isomere
8a, 8b und en-8a (Abbildung 10 und Tabelle 3) entdeckt.

Die mehrfache Beobachtung der DNCCs verlieh den
Fragen nach ihrer Bildung und ihrer metabolischen Relevanz
im PaO/Phyllobilin-Weg des Chl-Abbaus zunehmendes Ge-
wicht.®3 Aufgrund der frappierenden stereochemischen
Abweichung der abgeleiteten Struktur des DNCC ent-8a aus
Blittern des Spitzahorns von bekannten NCCs schlugen wir
fiir die Bildung von Typ-II-Phyllobilanen die im Chl-Abbau-
weg wirksame Entfernung der Formylgruppe auf dem Niveau
von fluoreszierenden Chl-Kataboliten (FCCs) vor. Deshalb
sollten im Chl-Abbau auch 1,19-Dioxobilin-artige fluores-
zierende Chl-Kataboliten (DFCCs) als Intermediate auftre-
ten konnen.¥

Tatsdchlich  konnte ein  Cytochrom-P450-Enzym
(CYP89AY) in A. thaliana identifiziert werden, das die De-
formylierung des epi-pFCC (epi-6) zu vier DFCC-Epimeren
katalysiert.””! In einer schwach sauren Losung isomerisierte
ein Paar dieser epimeren DFCCs rasch weiter zu einem ent-
sprechenden Paar an DNCCs. Diese In-vitro-Experimente
erklirten die grundlegenden konstitutionellen Konsequenzen
der FCC-Deformylierung und der DFCC-zu-DNCC-Isome-
risierung, der beiden Schliisselschritte im Dioxobilin-Zweig
des Chl-Abbaus.””! Natiirlich erforderte die interessante,
CYP89AO9-katalysierte Deformylierungsreaktion weitere
Untersuchungen. Die oxidative Abspaltung einer Formyl-
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Tabelle 3: Strukturen der natiirlich vorkommenden Dioxobilin-artigen nichtfluoreszierenden Chl-Kata-
boliten (DNCCs, obere Tabellenhilfte) und der iso-DNCCs (unterer Tabellenteil): R1, R2 und R3 stellen

die Reste der Positionen wie in Abbildung 17 beschrieben dar.

Aufsitze

skopische  Analysen aufgeklirt
werden.”* Dieser DFCC 34 ging
bei pHS5 eine schnelle sdureindu-

Nr.E R R? R? c16M vorlaufige Namen'® Lit. zierte, stereoselektive Isomerisie-
31a/31b H H CH=CH, n A-DNCC-45/AtDNCC-48  [26c] ~ Tungein, wobei ein einziger DNCC
32 H CH,  CH=CH, n Atyes-DNCC-47 [264] als Produkt gebildet wurde (Abbil-
33 OH CH, CH=CH, n Atpes-DNCC-38 [26a] dung 18). Das Isomerisierungspro-
epi-33 OH CH;  CH=CH, epi UNCC-Pvir/Vy-DNCC-51 (78] dukt konnte als A-DNCC-33 (30)
30 OH H CH=CH, n At-DNCC-33/Bo-DNCC-3 [27,61]  {dentifiziert werden,mc] der wich-
:Z gg EE3 Emgmggzg: " - {i;} tigste natiirliche DNCC in senes-
3 -y n - _ - R [27]
ent-8a OH CH, CH(OH)-CH,OH epi Ap-DNCC (58] zenten A. thalm.na Blattern.””! Der
36 H  H CH=CH, n At-2HM-iso-DNCC-43 [26b) ~ DFCC 34 scheint das Hydrolyse-
37 H H CH=CH, n At-4HM-DNCC-41E [26b] produkt des immer noch unbe-
38 H CH;, CH=CH, n Atyes-2HM-iso-DNCC-46! [26a] kannten DFCC-Methylesters (35)
39 H CH; CH=CH, n Atyye-4HM-DNCC-4411 [26a] zu sein, der bei der CYP89A9-ka-

[a] Substanznummer (siehe Text). [b] Konfiguration an C16: n=normal, wenn von pFCC, oder

epi = epimer, wenn von epi-pFCC abgeleitet; Konfiguration an C4 ist nicht bestimmt. [c] Ap-DNCC (aus
Acer platanoides) ;*® At-DNCCs (aus A. thaliana, Wildtyp)*® oder At,,.-DNCCs (aus A. thaliana, MES16-
Mutante).?* [d] Hydroxymethylgruppe an C2; UNCC-Pvir/V»-DNCC-51 (aus Wein).”® [e] Hydroxyme-
thylgruppe an C4 (siehe Abbildung 17 fiir die allgemeinen Formeln von DNCCs und iso-DNCCs).

oder Acylgruppe durch ein P450-Enzym ist
schon bekannt.” Allerdings konnte bisher noch
keine durch P450 katalysierte oxidative De-
formylierung an der a-Position einer Pyrrol-
einheit beobachtet werden. Das nukleophile
(Hydro)peroxo-Fe™-Intermediat des  P450-
Zyklus wurde fiir die Induktion der oxidativen
C-C-Bindungsspaltung vorgeschlagen. "%

I

S o
HO,C  CO,CHj
32-0H-pFCC 21

talysierten Deformylierung des 3%
OH-pFCC (23) entsteht.?* Es
konnten also ein natiirlich vorkom-
mender, funktionalisierter DFCC
und dariiber hinaus ein wichtiger

HO,C  COR

At-DFCC-33 (34): R=H
MES16

At-DNCC-33 (30)

CYP89A9

Eine derartig ausgeloste Sauerstoffinsertion in
die C-C-Bindung wiirde die Bildung eines
Ameisensidureesters ergeben, was an eine
Baeyer-Villiger-Reaktion  erinnert  (Abbil-
dung 18). Die Hydrolyse des vermuteten Ester-
intermediates, der Verlust des bis jetzt unbe-
kannten Cl-Fragmentes (moglicherweise als
Ameisensdure) und die Protonierung der C4-
Position konnten alle ohne das Zutun des P450-

H,OH H,OH
GHs GH3 2 GHs 2
— / \ — —\H
1 CH, 1 CHy 1 4 ~CH,
N N N

32-0H-pFCC 21

DFCC 35:R =CHj

H,OH

Ameisensaureester
(Zwischenprodukt)

DFCC 35

Enzyms stattfinden, was den Mangel an Ste-
reoselektivitdt bei den In-vitro-Experimenten
mit CYP89AO erkliren wiirde.”””!

Leider lieen die In-vitro-Versuche mit dem
CYP89A9 weder einen klaren Riickschluss auf
das stereochemische Ergebnis der DFCC-zu-

Abbildung 18. Oben: Die Deformylierung des 32-OH-pFCC durch die CYP89A9 ist der
vorgeschlagene Eintrittspunkt zu den Typ-1I-Phyllobilinen, wobei der hypothetische
DFCC 35 gebildet wird. Seine Esterfunktion wiirde durch MES16 hydrolysiert, wodurch
der DFCC 34 (At-DFCC-33) gebildet wiirde, der anschlieRend zum DNCC 30 (A:-DNCC-
33) isomerisieren wiirde.?® Unten: kurze Ubersicht tiber einen moglichen Mechanis-
mus (anhand der Darstellung des Ringes A) der Deformylierung von FCC 21 zu DFCC
35, die durch das Cytochrom-P450-Enzym CYP89A9 katalysiert wird.?**

DNCC-Isomerisierung zu, noch konnte dadurch

ein echter Schritt im natiirlichen Dioxobilin-

Weg eindeutig identifiziert werden. Die sorgfiltige Analyse
eines Extrakts von A.-thaliana-Blittern in einem frithen Se-
neszenzstadium gab aber Hinweise auf eine blau fluoreszie-
rende Fraktion, deren UV-Spektrum eine charakteristische
Absorption bei 4 =360 nm zeigte (auch bei FCCs beobachtet,
wo sie durch die Konjugation der Ringe B/C hervorgerufen
wird), aber keine Absorption im Bereich von A =320 nm, die
typisch fiir die a-Formylpyrrole ist (Abbildung 8). Eine Probe
des kurzlebigen natiirlichen DFCC 34 (ein 3*-Hydroxy-
1,4,12,13,16,19-hexahydro-1,19-dioxophyllobilen-b) ~ wurde
kiirzlich isoliert. Die Struktur der Verbindung 34 konnte
durch massenspektrometrische und extensive NMR-spektro-
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Verzweigungspunkt zu den Typ-II-Phyllobilinen in hoheren
Pflanzen identifiziert werden.

5. Chl-Abbau in der Modellpflanze Arabidopsis tha-
liana — ein Modellfall

Das zunehmende biologische Wissen tiber Arabidopsis
thaliana wurde auch im Bereich des Chl-Abbaus sehr niitz-
lich®” und half, eine Vielzahl an beteiligten Enzymen in
dieser Modellpflanze zu identifizieren,’""? erginzt durch
unsere Arbeiten, die der Entdeckung und Strukturanalyse
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einer auflerordentlichen Viel-
falt an Chl-Kataboliten in
dieser  Pflanze gewidmet T
waren.?*?%¢7l  In  friiheren
Analysen von Extrakten senes-
zenter  A.-thaliana (Wildtyp)-
Blétter konnte eine Vielzahl an
farblosen Typ-I-Phyllobilinen
gefunden werden, darunter fiinf
At-NCCs (3, 4, 15-17;9-% yg],
dazu Tabelle 1) und drei Ar-
FCCs (6, 22, 25; Tabelle 2).1
Jiingst konnten auflerdem noch
farblose Typ-II-Phyllobiline in  HO,C E0,CH;
A. thaliana entdeckt werden. pFCC (6)
Die A--DNCCs 30,31aund 31b +
(Tabelle 3)2*3 und auch der

kurzlebige DFCC 34 wurden

At-NCC-5 (17)

084-Desmethyl-pFCC (24)

T MES16

CYpP

32-OH-pFCC (23)

charakterisiert.?* l
AuBerdem konnten in den l
Extrakten von A.-thaliana- usw.

Blittern (sowohl des Wild-
typs®®! als auch der MES16-
Mutante®) weitere farblose,
nichtfluoreszierende Phyllobi-
line beobachtet werden, die
anscheinend mit den DNCCs
verwandt sind. Diese wurden
vorldufig aufgrund ihrer UV-
Spektren, die dhnlich denen der
strukturell charakterisierten DNCCs (30 und 31a/31b) sind,
als nichtfluoreszierende DCCs (NDCCs) bezeichnet. Einige
dieser NDCCs, die massenspektrometrisch und NMR-spek-
troskopisch untersucht wurden, wiesen eine rétselhafte Koh-
lenstoff-Hydroxymethylierung auf und hatten deshalb auch
nicht die korrekte chemische Konstitution echter
DNCCs.?%° Tn Extrakten seneszenter Blitter des Wildtyps
wurden der 2-Hydroxymethyl-iso-DNCC At-2HM-iso-
DNCC-43 (36) und ein 4-Hydroxymethyl-DNCC (A-4HM-
DNCC-41, 37) gefunden (Abbildung 19 und Tabelle 3).”! In
Extrakten der MES16-Mutante traten die zugehorigen Me-
thylester  2-Hydroxymethyl-iso-DNCC  (Atyz-2HM-iso-
DNCC 46, 38) und 4-Hydroxymethyl-DNCC (Afyzs-4HM-
DNCC-44, 39) auf.*® Des Weiteren wurde in den Blittern
der MES16-Mutante die Fraktion eines farblosen, blau fluo-
reszierenden Phyllobilins entdeckt, der die Absorption bei
A=315nm fehlte, die aber das fiir FCCs charakteristische
Absorptionsmaximum bei 4 ~ 360 nm zeigte.”*! Somit wurde
diese fluoreszierende Verbindung vorldufig als fluoreszie-
render DCC (FDCC) bezeichnet. Diese Komponente wurde
isoliert und konnte als 2-Hydroxymethyl-iso-DFCC At,,;-
2HM-iso-DFCC (40, =2HM-iso-pDFCC, Abbildung 19)?%
charakterisiert werden, der sich von echten DFCCs durch die
Struktur des Ringes A unterscheidet (Abbildung 19). Die
Struktureigenschaften dieses FDCC 40 wiesen ihn als direkte
Vorstufe seines nichtfluoreszierenden Isomers aus, des Aty z¢-
2HM-iso-DNCC-46 (38).%! In allen an einem Kohlenstoff-
atom hydroxymethylierten Typ-II-Phyllobilinen fehlt die fiir
viele Phyllobiline typische 3>-OH-Funktion. Somit sind sie
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HO,C  COH ©
MES

PDFCC (R=CH3) ——=> 8*H-pDFCC (R=H) At-DNCC-45 (31a) / At-DNCC-48 (31b)

s o
HO,C  COR

4HM-pDFCC (R=CH3)M—ES> 84H-4HM-DFCC (R=H)

S o
HO,C  COR HO,C  COH
MES At-2HM-iso-DNCC-43 (35)

Abbildung 19. Phyllobiline von A. thaliana, denen die 32-OH-Gruppe fehlt, stammen direkt vom pFCC (6)
ab. Die In-vivo-Deformylierung des pFCC (6) durch CYP89A9 (CYP) und die anschlieBende Hydrolyse mit-
hilfe der Methylesterase MES16 (MES) ebnen den Weg zu drei Typen von nichtfluoreszierenden DCCs
(rechts: die beiden echten DNCCs 31a/31b, 2HM-iso-DNCC 35 und 4HM-DNCC 37). Es wird angenom-
men, dass sie alle durch die Isomerisierung ihrer entsprechenden hypothetischen, fluoreszierenden DCCs
mit R=H entstehen (vgl. Bildmitte: 8*H-pDFCC, 8*H-2HM-iso-DFCC und 8*H-4HM-DFCC).2*"!

eng mit dem pFCC (6) verwandt, und 6 diirfte ihre direkte
Vorstufe sein. Die Hydroxymethylierungsreaktion scheint
eng mit der oxidativen Deformylierung der pFCCs unter
Bildung der Typ-II-Phyllobiline verkniipft zu sein. Mogli-
cherweise ist die Hydroxymethylierung eine Art ,Rettungs-
aktion® im Cytosol, die die bendétigte polare Funktionalitét
am Ring A der Kataboliten einfiihrt. In diesem Sinne wurde
diese Hydroxymethylierung (am Kohlenstoffatom) als ,,bio-
synthetisches Intermezzo“ im Laufe des Typ-1I-Astes des
PaO/Phyllobilin-Wegs angesehen. %!

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Vielfalt an
farblosen Phyllobilinen in A. thaliana wihrend des Chl-
Abbaus gebildet wird, die aus pFCC (6) und vermutlich auch
aus 3*-Hydroxy-pFCC (23) in den Chloroplasten hervor-
geht.’** Die vielfiltig strukturierten Abkommlinge des
pFCC (6), denen die OH-Gruppe an der C3*-Position fehlt,
entsprechen nur einer geringen Menge der Chl-Kataboliten in
A. thaliana (Abbildungen 19 und 20). Die hauptséchlich ge-
bildeten Phyllobiline in A. thaliana (sowohl des Wildtyps als
auch der MES16-Mutante) sind Derivate des 3*-OH-pFCC
(23). Dessen Typ-1I-Phyllobilin-Abkémmlinge iiberwiegen
auch gegeniiber den Typ-I-Analoga bei weitem. Den Hinweis
fir den Export der FCCs 6 und 23 in das Cytosol (die dort
unabhingig weiter zu modifizierten FCCs, DFCCs und
FDCCs umgewandelt werden) liefern sowohl die Strukturen
der FCCs 22, 24, des DFCC 34 und FDCC 40 als auch die
Strukturen ihrer diversen nichtfluoreszierenden Abkomm-
linge. Von letzteren wird angenommen, dass sie durch eine
sdurekatalysierte Isomerisierung in die Vakuolen nach dem
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den war, abgebaut und vermutlich in
Phyllobiline umgewandelt. Fiir den Chl-

) 2!-OH-pFCC 2!-OH-pFCC
j 32.0Gle-pFCC
% Gls Gls
j 2 2 MES 7% F
3*-OH-pFCC 3*-OH-pFCC—» 320H-84H-pFCC
Chl b h MES
cYr 320H-8*H-DFCC =====3 4{-DNCC-33
Chl g = mpp>
MES

pFCC —= > §*H-pFCC

/]

CYP

e

L MES

Y
R, .

sorcc MES, g4 ppFCC

e
»+ -

Cytosol MES
2HM-iso-pDFCC —— 8*H-iso-2HM-DFCC

Abbildung 20. Uberblick iiber den Chl-Abbau in den Blattern von A. thaliana (Wildtyp). Der
vorgeschlagene Hauptweg von Chla zu At-DNCC-33%%9 wird durch dicke Pfeile symbolisiert
(CYP=CYP89A9, MES =MES16, Gls =hypothetische Glykosidase; siehe Abbildung 19 fiir die

Strukturen der vom pFCC abstammenden Typ-lI-Phyllobiline).

Transport der fluoreszierenden Vorstufen dorthin gebildet
werden. Die abgeleiteten (parallelen) In-vivo-Deformylie-
rungen des pFCC (6), wie auch des 3>-OH-pFCC (23), erge-
ben zwei natiirliche Verzweigungspunkte von Typ-I- zu Typ-
II-Phyllobilinen in den Blittern von A. thaliana.**

6. Lange iibersehene Chl-Kataboliten in Friichten
und Gemiise

Das Verschwinden des Chlorophylls wird iiblicherweise
vorrangig mit dem Erscheinen der Herbstfarben verbunden.
Aber auch reifende Friichte (sowie Gemiise) durchlaufen
Verfarbungsprozesse (Chl-Abbau), deren sichtbare Zeichen
denen in seneszenten Blittern dhnlich sind (Abbil-
dung 21).°¢1"l Es dringte
sich also die Frage auf: Was
passiert mit Chl in reifenden
Friichten und bei der Ver-
farbung von griinem
Gemiise?

6.1. Farblose Chl-Kataboliten
in Friichten und Gemiise ‘

Wenn Apfel, Birnen
oder andere Friichte reifen,
stellt das damit verbundene
Auftreten der appetitanre-
genden Farben iiblicherwei-
se einen visuellen Indikator
fir den Reifezustand der
Friichte dar.® Zugleich
wird das Chlorophyll, das in
den urspriinglich griinen,
unreifen Friichten vorhan-

chern farblose Phyllobiline an.>¢"
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At-NCC-3 . ..
Abbau sowohl in Golden-Delicious-

Apfeln (Malus domestica) als auch in
Williams-Birnen  (Pyrus  communis)
konnte gezeigt werden, dass die nicht-
fluoreszierenden Typ-I-Phyllobiline epi-9
und epi-11 entstanden, dann als Md-
] NCCs und Pc-NCCs benannt.”! Die
gleichen epi-Typ-NCCs (also von RCCR-
2 gebildet) wurden auch in Blittern der
zugehorigen Apfel- und Birnbdume ge-
funden und lieBen auf einen gemeinsa-
men Weg des Chl-Abbaus in Bldttern und
Friichten dieser Obstbéume schlieBen.”
In der Quitte (Cydonia oblonga,
Miller)® und der japanischen Wollmis-
pel (Eriobotrya japonica)®™ wurden
ebenfalls (auf Basis von massenspektro-
metrischen und UV-spektroskopischen
Daten) einige NCCs identifiziert, unter
ihnen der neuartige Ej-NCC-2 (epi-29;
Tabelle 1). In gelb werdenden Brokkolirdschen (Brassica
oleracea, var. Ital.) wurden die NCCs Bo-NCC-1 (3) und Bo-
NCC-2 (17) sowie Bo-DNCC-3 (30) charakterisiert, drei be-
kannte Vertreter der stereochemisch normalen Reihe der
Typ-I- und Typ-II-Phyllobiline.! In seneszenten Spinatblit-
tern (Spinacia oleracea) wurden bereits frither fiinf NCCs
gefunden, die so genannten So-NCCs (epi-1, epi-5, epi-11,
epi-12, epi-13), die zur epi-Serie der NCCs gehoren.P** Wie
erwartet folgt der Chl-Abbau in reifen(den) Friichten und
(gelb werdendem) Gemiise dem iiblichen PaO/Phyllobilin-
Weg und fiihrt Art-spezifisch zur Bildung von farblosen Typ-
I- und Typ-II-Phyllobilinen. Offensichtlich sind diese pflanz-
lichen Bestandteile unseres Essens eine geldufige Quelle fiir
Chl-Kataboliten, die folglich Teil unserer téglichen Nahrung
sind. [

At-NCC-4
At-NCC-1
At-NCC-2

At-DNCC-45

-At-2HM-iso-DNCC-43
Vakuole
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Abbildung 21. Reifende Friichte (links) und gelb werdende Brokkoliréschen (rechts) bauen Chl ab und rei-
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6.2. Persistente, blau leuchtende Chl-Kataboliten in Bananen

Das Reifen von Bananen ist mit dem typischen Erschei-
nen einer leuchtend gelben Farbe verbunden, die ihrerseits
wiederum als hdufig entscheidender visueller Indikator fiir
den Reifegrad der Bananenfrucht betrachtet wird. Offen-
sichtlich wird Chl, das in den unreifen Friichten vorhanden ist,
wihrend des Reifungsprozesses abgebaut. Es war deshalb
naheliegend, Bananen auf Chl-Kataboliten hin zu untersu-
chen.”®3 Uberraschenderweise stellen einige der Kataboliten,
die in den Schalen von reifen(den) Bananen (Musa acumi-
nata, Cavendish cultivar) gefunden wurden, persistente FCCs
dar und gehoren zu der neuartigen Gruppe der hypermodi-
fizierten FCCs (hmFCCs). Diese FCCs verursachen ein
blaues Leuchten der reifenden Bananen, das am besten bei
Anregung unter Schwarzlicht in einem abgedunkelten Raum
beobachtet werden kann (Abbildung 22).%% Etliche persis-
tente ~imFCCs werden in den Schalen von reifen(den) Ba-
nanen angereichert; die Mc-FCCs epi-23, epi-41 und epi-42
stellen dort einen betréchtlichen Teil der Phyllobiline dar. Die
hiufigsten simFCCs in der Schale reifer Bananen, Mc-FCC-56
(epi-41) und Mc-FCC-53 (epi-42), weisen dabei an ihrer
Propionsiurefunktion einen Ester der Daucinsidure™ auf.?%!
Die polareren Kataboliten Mc-FCC-49 (epi-43) und Mec-
FCC-46 (epi-44) sind zusitzlich mit einer f-Glucopyranosyl-
einheit an ihrer 3*-Position modifiziert (Tabelle 2 und Ab-
bildung 22).[%*% Sie unterschieden sich somit deutlich von
den bisher etwa in seneszenten Blittern der Banane™ und
der Friedenslilie™ gefundenen AmFCCs, die alle mit cha-
rakteristischen, natiirlichen Hexopyranosyleinheiten veres-
tert sind.

In der frithen Phase des Reifungsprozesses von Bananen
stellt der klassische FCC 3*-Hydroxy-epi-pFCC (Mc-FCC-62,
epi-23) als Vorstufe der hypermodifizierten FCCs (hmFCCs)
ebenfalls eine wesentliche FCC-Fraktion in der Bananen-
schale dar.F"! Dariiber hinaus wurde noch eine Vielzahl an
Mc-NCCs in den Extrakten von Bananenschalen identifiziert.
Ahnlich wie in Bananenblittern konnten keine Typ-II-Phyl-
lobiline detektiert werden.”! Diese Resultate deuten auf die
exklusive Rolle der Typ-I-Phyllobiline (des epi-Typs) in Ba-
nanenschalen hin und lassen auf einen Weg des Chl-Abbauss
schlieBen, der sich auf der Stufe der FCCs in zwei Typ-I-
Phyllobilin-Zweige aufspaltet (Abbildung 23). Dieser Schritt
des Chl-Abbaus wird im Cytosol ver-
mutet, wo die Bildung spezifischer
hmFCCs iber Veresterung des 3*-Hy-
droxy-epi-pFCC  (epi-23) mit einer
Daucylgruppe mit anderen Modifika-
tionen konkurriert, aus denen die typi-
schen mFCCs hervorgehen. Letztere
werden vermutlich in die Vakuolen
transportiert, um dort schlielich rasch
zu Mc-NCCs zu isomerisieren (Tabel-
le 1).51

Hiufig kann das Auftreten von
dunklen, Seneszenz-assoziierten Fle-
cken auf den Schalen von sehr reifen
Bananen beobachtet werden.’” Dieser
Verderb kann durch den Schutz vor Luft

zweigt.P!!
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Weilicht

Schwarzlicht (% - 366nm)

N (0]
H
. joat
HO,C” O “COH HO,C~ 0" CO,H

epi-41: X = H epi-42: X = H
HO
epi-43: X = \%OH epi-44: X = go
OH o
HO "o

Abbildung 22. Oben: Gelbe, reife Bananen zeigen eine blaue Lumines-
zenz. Wenn gelbe Bananen mit UV-Licht (Schwarzlicht) bestrahlt
werden, kann mit bloflem Auge ein blaues Leuchten der Bananen be-
obachtet werden, das von den darin enthaltenen hmFCCs ausgeht®
(Bilder aus Lit. [28a] tibernommen). Unten: Die wichtigsten hmFCCs
aus Bananenschalen sind FCC-Daucylester.?5

(oder Sauerstoff) verhindert werden.® Die Flecken treten
rund um Stomata auf und stellen Zeichen lokaler Seneszenz
und des spiiteren Zelltodes dar.* Seltsamerweise hiufen sich
glucosylierte AmFCCs (speziell epi-43 und epi-44) in den se-
neszenten Regionen um die dunklen Flecken an, was miihelos
in abgedunkelten Rdumen beobachtet werden kann, wenn
nur Schwarzlicht als Lichtquelle verwendet wird.™! Thr Auf-
treten in Form von blau fluoreszierenden Ringen auf den
Bananenschalen kann durch kreisformig lokal aufkonzen-
trierte FCCs rund um die nekrotischen Flecken erklért
werden. Die blau fluoreszierenden Ringe wurden deshalb als
_blaue Vorboten des Zelltodes* bezeichnet.™!

epi-pFCC (epi-6)

HO,C

CO,R?

32-OH-epi-pFCC (epi-23) Mc-NCCs (Mc-NCC -61 usw.)

Abbildung 23. In den Schalen reifender Bananen werden hmFCCs und NCCs gebildet. Dies ldsst
auf einen Chl-Abbau schlieRen, der sich auf der Stufe des 3%-Hydroxy-epi-pFCC (epi-23) ver-
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7. Phyllochromobiline durch Oxidation von Phyllo-
leukobilinen

Anfianglich wurden NCCs als ,rostende Pigmente“
(,,rusty pigments) bezeichnet.**l Tatsichlich werden diese
farblosen scheinbaren Endprodukte des Chl-Katabolismus,
die sich héufig in den seneszenten Bldttern hoherer Pflanzen
anreichern, schnell rostfarben, wenn sie ungefiltertem Son-
nenlicht ausgesetzt werden.! ITn Analysen einer solchen far-
bigen Mischung, die durch Bestrahlung einer Losung des
hiufig vorkommenden NCC epi-11 mit Sonnenlicht in Ge-
genwart von Luft erhalten wurde, wurden die gelben Kom-
ponenten 46Z und 46E sowie die rosarot gefiarbte Substanz 47
entdeckt. Sie wurden entsprechend ihrer Farben als gelbe
Chl-Kataboliten (yellow Chl-catabolites, YCCs) und rosarote
Chl-Kataboliten (pink Chl-catabolites, PiCCs) Kklassifiziert
(Abbildung 24).1>7-8)

HO,C

CO,CH;

YCC 46E YCC 46Z

Abbildung 24. Gelbe Chl-Kataboliten (YCCs) und rosarote Chl-Kataboliten (PiCCs) tragen zur Farbe der

seneszenten Blitter von Laub-werfenden Biumen bei.®

7.1. Gelbe Phyllobiline — die Phylloxanthobiline

Interessanterweise konnten in frisch hergestellten Ex-
trakten von gelben Cercidiphyllum-japonicum-Blittern die
beiden FE/Z-isomeren YCCs 46Z und 46E identifiziert
werden. Diese Beobachtung sprach fiir deren tatsédchliches
Vorkommen auch in seneszenten Blittern und damit fiir
einen Beitrag zu deren gelber Farbe.I”” In polaren Losungs-
mitteln zeigen YCCs eine typische Absorptionsbande im
langwelligen Bereich bei 1 ~ 430440 nm,” wie sie auch von
Bilirubin (BR)®™ und Modell-Dipyrrinonen bekannt ist."
Bewahrt man Losungen von YCC 46Z im Tageslicht auf,
isomerisiert dieser (zum Teil) zu seinem E-Isomer 46E.*"
Strukturanalysen der YCCs 46Z und 46E mittels heteronu-
klearer NMR-Spektroskopie deuteten auf eine ungeséttigte
,westliche® meso-Position und als Konsequenz auf einen
Chromophor mit nt-Konjugation iiber die Ringe C und D hin.
Formal gesehen entstehen 46Z und 46E aus dem NCC epi-11
durch oxidative Desaturierung unter Bildung einer C15=C16-
Doppelbindung. Dieser Teil des Chromophors von YCCs
zeigt damit bemerkenswerte (lokale) Ahnlichkeit zum C/D-
Teil des Chromophors von BR.**! Die Rontgenstruktur-
analyse von Kristallen von 46Z-Me (dem Methylester von
467Z) bestitigte die Struktur von 46Z-Me (und damit von
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46Z), die bereits aus den Spektren abgeleitet wurde.” Dabei
trat 46Z-Me in den Kristallen als ein iiber H-Briicken ver-
kniipftes Dimer auf, dessen Struktur die bereits frither fiir
467" und fiir dessen Vorstufe epi-11™" hergeleitete R-
Konfiguration an C10 verifizieren lief."”

Die Oxidation des NCC epi-11 mit Dicyandichlorbenzo-
chinon (DDQ) eroffnete einen semipriparativen Zugang zu
den YCCs 46Z und 46E.®! Im Zuge dieser priparativen
Umwandlung sowie, hochst tiberraschend, bei der Oxidation
von endogenem NCC 11 oder von zugegebenem epi-11 mit-
hilfe wissriger Homogenate von griinen oder seneszenten
Sp.-wallisii-Blittern in der Gegenwart von Luft (oder mole-
kularem Sauerstoff), wurden 11 bzw. epi-11 stereoselektiv zu
15-OH-11 oder zu 15-OH-epi-11 hydroxyliert (Abbil-
dung 25). Beide oxidierten NCCs, 15-OH-11 und 15-OH-epi-
11, sind dank einer selektiven Sdure-induzierten Eliminierung
von Wasser an C15 und C16 effiziente Vorstufen desselben
YCC, 46Z.”" Homogenate von
(griinen oder seneszenten) Sp.-
wallisii-Bléttern weisen eine bis-
lang noch unzureichend er-
forschte oxidative Aktivitdt auf
(die vermutlich auf ein Enzym
zuriickzufiihren ist), die einen
Zugang zur endogenen Bildung
der YCCs 46Z aus 11 und epi-11
sowie anderer YCCs aus ent-
sprechend anderen NCCs er-
moglicht.” Der Anwendungs-
bereich dieser ,,griinen Synthese
mit Blidttern® auf Basis der
immer noch ritselhaften oxidati-
ven Aktivitit bleibt zu erkunden,
ebenso wie die Selektivitidt und
die priaparativen Randbedingun-
gen dieser Art der oxidativen Umwandlung. Die Oxidation
von DNCCs (analog jener, wie sie an den NCCs 11 und epi-11
beobachtet wurde®!) koénnte ein moglicher Weg zu den ent-
sprechenden Dioxobilin-artigen YCCs (DYCCs) sein. YCC-
artige Komponenten wurden dabei nicht nur in seneszenten
Blittern von C. japonicum gefunden,””’ sondern auch in fri-
schen Extrakten einer Vielzahl von seneszenten Bléittern, z. B.
der Laub-werfenden Linde™ und des Egeria-densa-
Baumes,” sowie in den Schalen reifer Bananen."!!

PiCC 47

7.2. Rosarote Phyllobiline — die Phylloroseobiline

Ahnlich Bilirubin (BR)® werden YCCs in Gegenwart
von Luft oder molekularem Sauerstoff leicht oxidiert. Aus
dieser Oxidation von YCCs resultieren rosarot gefarbte Chl-
Kataboliten, die als PiCCs bezeichnet werden.® Fiir Syn-
thesezwecke kann die Oxidation etwa vom YCC 46Z effektiv
in Gegenwart von Zn"-Ionen durchgefiihrt werden. Als Pro-
dukt erhilt man dann den leuchtend blauen Zn"-Komplex
Zn-47."" Durch Umsetzung von Zn-47 mit Essigsiure oder
Phosphat konnen die Zn-Ionen entfernt werden, und PiCC 47
lisst sich fast quantitativ erhalten (Abbildung 26).* Das
rosarot gefirbte Phyllobiladien-b,c 47 zeigt eine Absorpti-
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o]
HO,C CO,CHs

Sw-NCC-58 (11) 15-OH-11

15-OH-epi-11

Gj-NCC-1 (epi-11)

Abbildung 25. Die NCCs 11 und epi-11 werden von frischen Homogenaten von Sp.-wallisii-Blattern
zu epimeren 15-OH-NCCs oxidiert, die unter schwach sauren Bedingungen zum YCC 46Z dehy-

dratisiert werden "

HO,C  CO,CHs

YCC 46Z

o]
HO,C CO,CH;,

Zn-47

Abbildung 26. Oben: Die Oxidation des YCC 46Z in Gegenwart von
Zn'-lonen ergibt den blauen Zn"-Komplex Zn-47, aus dem der PiCC 47
mittels Sdure oder Phosphat erhalten wird. Unten: Molekilstruktur des
PiCC 47 nach einer Rontgenkristallstrukturanalyse (C grau, griin H,

rot O, blau N; links: Draufsicht, rechts: Seitenansicht.®*?
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onsbande im langwelligen Bereich bei
A~520nm, die mit einer weiteren
VergroBerung des konjugierten m-Sys-
tems tiber Ring B erkliart werden kann
(Abbildung 27). Der Chromophor des
PiCC 47 weist dabei eine bemerkens-
werte Ahnlichkeit zum (vom Him
abstammenden) Bilin Phycoviolobilin
auf.”** Die Desaturierung der ,.siidli-
chen“ C10-Position des YCC 46Z be-
dingt dabei, dass PiCC 47 als Racemat
erhalten wird: Das einzige asymme-
trische Zentrum (C8?) ist durch die
angrenzenden Funktionalititen acidi-
fiziert, was zur raschen Racemisierung
beitragt.’* Eingehende NMR-spek-
troskopische Analysen des PiCC 47
lieBen auf die iiberraschende E-Kon-
figuration seiner C10=C11-Doppel-
bindung schlieBen. Eine Rontgen-
strukturanalyse bestétigte die Struktur
und zeigte das oxidierte Phyllobila-
dien-b,c 47 in den Kristallen als H-
iiberbriicktes Enantiomerenpaar,
weiter verbunden {iiber ,,m-Stapelung*
dank seines ausgedehnten, planaren Chromophorsystems
(Abbildung 26).1%*

Die neueren Beobachtungen von natiirlich vorkommen-
den YCCs und PiCCs sprechen fiir eine allgemeinere Be-
deutung der weiteren endogenen Umwandlungen der Chl-
Kataboliten in seneszenten Pflanzen, die iiber die Stufe der
hiufigen Typ-I- und Typ-II-Phylloleukobiline hinausgehen.
Solche endogenen Prozesse konnten weitere wichtige Schritte
des Chl-Abbaus représentieren und die deutliche Verringe-
rung des Gehaltes an farblosen Phyllobilin-artigen Chl-Ka-

CO,CHj

YCC 46Z

i
|

A : NCC (epi-11) I
|
1
|

A : YCC (462) !
|
| N
| o [
l H,COL i P

A : PICC (47) | Suw vl wd | 1

NAAY
| COOH O
Zn-PiCC (Zn-47
A
A (nm)
Abbildung 27. UV/Vis-Spektren (—, linke Achse) und Fluoreszenz-

emissionsspektren (-----, rechte Achse) des NCC epi-11 (oben), der
Phyllochromobiline 46Z (ein YCC) und 47 (ein PiCC) sowie des blauen
Zn'"-Komplexes Zn-47.°"
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taboliten in Bléttern erkldren helfen, die haufig nach tiber
mehrere Tage oder Wochen fortschreitender Seneszenz von
Bléttern beobachtet werden kann.

8. Phyllobiline sind Naturstoffe mit bemerkenswer-
ten Eigenschaften

Phyllobiline, die linearen Tetrapyrrole aus dem Abbau
von Chl, weisen strukturelle Ahnlichkeiten zu den (Hémo-
)Bilinen aus dem Abbau des Hims auf.**" Folglich sollten sie
wie diese vielfiltige Photo-, Koordinations- und Redoxche-
mie zeigen. Dennoch sind die chemischen Eigenschaften der
Phyllobiline bisher kaum erforscht.!*-%4%3]

8.1. Phyllobiline als photoaktive Tetrapyrrole

Die photochemischen Eigenschaften der Abbauprodukte
des griinen Photosynthesepigmentes Chl sind von vorrangi-
gem Interesse. Die beobachtete ziigige katabolische Um-
wandlung von Chl in farblose Phyllobiline wurde vor allem
mit einer Chl-Vernichtung erklirt. Die beobachtete rasche
Bildung der nichtfluoreszierenden und farblosen Typ-I- und
Typ-11-Phyllobiline (NCCs und DNCCs) ist tatsédchlich vollig
konform mit dem Aspekt des Chl-Abbaus als Entgiftungs-
prozess. NCCs und DNCCs reichern sich iiblicherweise in
seneszenten Blédttern an. Mit ihrer Absorption, die auf den
UV-Bereich beschrankt ist (Abbildung 8), nehmen NCCs und
DNCCs aber nur einen sehr kleinen Teil des Sonnenlichtes
auf und sind praktisch photoinaktiv.

Bemerkenswerterweise werden iiblicherweise wihrend
des raschen Chl-Abbaus keine photoaktiven Zwischenstufen
auf dem Weg zu den nichtfluoreszierenden Phyllobilinen
angehéuft. Fluoreszierende Chl-Kataboliten wie pFCC (6)
und 3%*-Hydroxy-pFCC (23) sowie deren C16-Epimere sind
wichtige Zwischenstufen des PaO/Phyllobilin-Weges."! Der
FCC 6 absorbiert aber wenig Licht des sichtbaren Bereiches
(Abbildung 8). Wie die Klassifizierung der FCCs bereits
vermuten lédsst, emittieren sie hingegen duBerst effektiv eine
blaue Fluoreszenz.*®*! Der FCC epi-23-Me, der semisyn-
thetische Methylester des 3*Hydroxy-epi-pFCC (epi-23),
zeigt eine Emission mit einem Maximum bei 4 =437 nm und
eine Fluoreszenzquantenausbeute von 0.21 (Lebensdauer
1.6 ns, in Ethanol).”! Das Licht-angeregte epi-23-Me geht
Intersystem Crossing in den Triplettzustand (mit einer
Quantenausbeute von 0.6) ein, der die Bildung von Singu-
lettsauerstoff effektiv sensibilisiert. Der FCC epi-23-Me ist
also ein bemerkenswert wirksamer Sensibilisator fiir Singu-
lettsauerstoff (‘O,). FCCs treten in seneszenten Blittern aber
nur fliichtig auf, auler wenn sie als persistente, hypermodi-
fizierte FCCs (hmFCCs) ,,verkappt® sind.*** Derartige pho-
tochemische Eigenschaften von AmFCCs sind beachtenswert,
da sie vielleicht eine physiologische Rolle in (seneszentem
oder reifendem) Pflanzengewebe spielen (siehe Abschnitt 9).

Durch Desaturierung an der C15-Position werden farb-
lose NCCs in gelbe YCCs iiberfiihrt (z. B. 11 in 46Z). Ahnlich
ihrem entfernten Verwandten BRI absorbieren YCCs
blaues Licht (Absorptionsmaxima bei 4~ 430-440 nm) und
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zeigen nur schwache Emission mit einem Maximum bei 4
~ 500 nm (Abbildung 27), was auf rasche Desaktivierung des
angeregten Zustandes schlieBen lasst.’*! Wie fiir BR wird
auch fiir den YCC 46Z eine Licht-induzierte E/Z-Isomeri-
sierung zu 46E beobachtet.® Oxidation und Desaturierung
von 46Z an der C10-Position ergeben den PiCC 47, der Licht
bei 1~ 520 nm absorbiert und sehr schwach emittiert (mit
einem Maximum bei 1 ~ 620 nm; Abbildung 27)."

8.2. Phyllobiline als Antioxidantien

Wie es fiir Bilane und reduzierte Hydroporphinoide ty-
pisch ist,”! werden auch die amphiphilen NCCs leicht oxi-
diert.® Dank dieser Eigenschaft sind sie bemerkenswerte
Antioxidantien® und inhibieren die klassische Autoxida-
tionsreaktion von Linolsiure sehr effektiv.’””! In solchen
Analysen zeigte der NCC epi-11 eine lediglich fiinfmal ge-
ringere Kapazitit als BR,* das als effektives und physiolo-
gisch wichtiges Antioxidans bekannt ist.””! Analoge Versuche
am zugehorigen YCC 46Z beziiglich des Autoxidationspro-
zesses von Linolsdure zeigten, dass dieser YCC etwa 3-5-mal
effektiver ist als BR, was wegen der @hnlichen Eigenschaften
der Chromophore der beiden Substanzen nicht unerwartet
ist.” Erfahrungen zu den antioxidativen Effekten anderer
Phyllobiline (etwa FCCs, DNCCs und DYCCs) wiren eben-
falls interessant. Dieser Aspekt der Eigenschaften von Phyl-
lobilinen bedarf jedoch noch weiterer Untersuchungen.

8.3. Phyllobiline als Liganden in Ubergangsmetallkomplexen

Ganz im Gegensatz zu den cyclischen Tetrapyrrolen,
welche die Natur mit den wichtigen Metalloporphyrinen als
Kofaktoren versorgen,"*! wird die Fihigkeit, Metallionen
zu binden, eher als eine untypische Eigenschaft der linearen
Tetrapyrrole betrachtet.*!™ Die vom Him abstammenden
Biline und die entsprechenden Phyllobiline konnen jedoch als
mehrzihnige Liganden fiir (Ubergangs-)Metallionen fungie-
ren.”™ 1% Vier Stickstoffzentren sind hierfiir in linearen Te-
trapyrrolen fiir die Koordination an Metallionen verfiig-
bar.”*! Allerdings konnen N-Atome von isolierten Pyrrol-
ringen kaum mit polaren Losungsmittelmolekiilen um die
Koordination an Metallionen konkurrieren. Deshalb fehlt bei
den photoinaktiven nichtfluoreszierenden NCCs und DNCCs
die Kapazitdt fiir die Bildung von iiblichen Metallkomple-
xen.’ Im Unterschied dazu stellt das Vorhandensein von
Imin- und Enaminstrukturen Zentren fiir die Koordination
von Ubergangsmetallionen zur Verfiigung. Bis jetzt hat der
Mangel an entsprechenden Phyllobilinen die Studien zu
deren Koordinationsverhalten auf den PiCC 47 sowie teil-
weise den YCC 46Z und dessen Methylester 46Z-Me einge-
schriankt.’” Der PiCC 47 bindet die Ubergangsmetallionen
Zn", Cd", Ni, Cu" und Pd" mit hoher Affinitit in 1:1-
Komplexen mit Geschwindigkeitskonstanten von etwa
100m~'s™" (Abbildung 28). Das Binden dieser Ubergangs-
metallionen kann leicht durch eine deutliche Rotverschie-
bung der Absorptionsbanden im sichtbaren Bereich verfolgt
werden, z.B. um etwa A4 =100 nm auf A ~ 620 nm im Fall des
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M(OAc),

o)
CO,CH3

HO,C

M-47
M= zn", cd", Ni'', cu'!, Pd"

PiCC (47)

Zn-47 Zn-PICC (Zn-47)

Abbildung 28. Komplexierung von Ubergangsmetallionen mit PiCC 47
strukturiert den Liganden in seine Z/Z-Konfiguration um und fiihrt zu
blauen Metallkomplexen. Zn-47 und Cd-47 sind Komplexe mit Metall-
ionen mit geschlossenen Schalen und zeigen eine starke rote Lumines-
zenz.®"

Komplexes Zn-47. Dreizihniges Binden der Zn"-Ionen durch
47 wurde aus NMR-Daten in Losung abgeleitet, ebenso wie
eine (in diesem Fall) sehr hohe Affinitit fiir Zn" unter 1:1-
Stochiometrie bei Konzentrationen bis zu 1nm.* Das
Binden bei derart niedrigen Konzentrationen konnte hierbei
durch Fluoreszenzemissionsanalysen quantifiziert werden. Im
Unterschied zum sehr schwach emittierenden Fluorophor von
47 zeigt der monomere, diamagnetische Komplex Zn-47 eine
starke Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum bei 1=
650 nm (Abbildungen 27 und 28).* Die Koordination an
Ubergangsmetalle restrukturiert das E,Z-Phyllobiladien-b,c
47 in seine Z,Z-Konfiguration und somit zu einem effektiven
dreizihnigen Liganden um (Abbildung26).’* In Zn-47
zwiéngt das koordinierte Metallion den Chromophorteil des
Liganden in diese Konfiguration und festigt diese, wodurch
die Desaktivierung iiber Licht-induzierte £/Z-Isomerisierung
blockiert wird, die fiir den freien PiCC 47 vermutlich noch
moglich ist.[**

Der YCC-Methylester 46Z-Me ist ein wirksamer zwei-
zihniger Ligand fiir Zn"-Tonen. Ein '"H-NMR-NOE-Experi-
ment mit dem diamagnetischen Zn-Komplex von 46Z-Me
zeigte Abstinde zwischen den Liganden, die stark auf eine
1:2-Anordnung in einem symmetrischen Zn(46Z-Me), hin-
weisen (Abbildung 29).*! Ahnlich wie beim PiCC 47 ver-
schob das Binden von Zn"-Ionen mit ihren geschlossenen
Schalen an 46Z-Me in DMSO das Absorptionsmaximum im
sichtbaren Bereich von 4 =430 auf 484 nm. Die Lumineszenz
von 46Z-Me (mit einem schwachen Emissionsmaximum bei
A=495nm) wurde ebenfalls rotverschoben und zeigte im
Komplex Zn(46Z-Me), ein etwa 100-mal intensiveres Maxi-
mum bei 2 =538 nm.”*! Die kaum erforschte Eigenschaft
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Abbildung 29. Durch Binden von Zn'-lonen an den schwach lumines-
zierenden YCC-Methylester 46Z-Me erhilt man den stark fluoreszieren-
den 2:1-Komplex Zn(46Z-Me),.”*

einiger Phyllobiline, etwa des PiCC 47 und des YCC 46Z,
Ubergangsmetallionen zu koordinieren, spricht fiir ein er-
hebliches Potential, Metallionen selbst noch bei niedrigen
Konzentrationen zu binden und auch als effiziente Indikato-
ren von Metallionen zu fungieren.”*!

9. Die Rolle des Chlorophyllabbaus in héheren
Pflanzen — Zeit fiir einen Paradigmenwechsel

Nachdem wir bis zu einem gewissen Grad entschliisseln
konnten, wie Chl in hoheren Pflanzen abgebaut wird, sollte es
uns nun auch leichter moglich sein, die schwierige Frage nach
dem Warum des Chl-Abbaus zu thematisieren.”*! Betrachtet
man die riesigen Mengen an Chl, die jedes Jahr auf unserem
Planeten abgebaut werden, kann das Phdnomen des Chl-
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Abbaus nicht nur als sichtbares Schauspiel der Natur und als
einzigartige Tourismus-Gratisattraktion in einigen Gebieten
unserer Erde verstanden werden.!'""! Der Chl-Abbau sollte im
Gegenteil eher unter dem Aspekt betrachtet werden, dass die
Pflanzen selbst daraus ihren Nutzen ziehen konnen miis-
sen.'™  AuBerdem profitieren (indirekt) maoglicherweise
auch andere Organismen davon, die mit Pflanzen interagie-
ren, z. B. Tiere und Menschen, die sich von Pflanzen erndhren.
Allein schon aufgrund der unglaublichen Mengen an Phyl-
lobilinen, die erzeugt werden, wenn das Chl verschwindet,!'"!
verdient der Chl-Abbau deshalb weitergehende Beachtung
nicht nur vom Standpunkt der fundamentalen und ange-
wandten wissenschaftlichen Forschung, sondern auch aus
agrobiologischer und &kologischer Sicht.’!!

9.1. Chl-Entgiftung und Destabilisierung von Proteinen als
klassische Rollen des Chl-Abbaus

In einer historischen Interpretation wurde der Chl-Abbau
als Moglichkeit zur direkten Riickgewinnung der vier Stick-
stoffatome des Chl aus den Blittern gesehen.”! Aufgrund der
Kenntnis des inzwischen etablierten Aufbaus der Phyllobiline
als lineare Tetrapyrrole kann dies jedoch nicht linger ange-
nommen werden.!"*% I Eine direkte Folge des Chl-Abbaus in
seneszenten Blittern ist jedoch die Zerstorung des weitver-
breiteten und in hohem Mafle photoaktiven griinen Pflan-
zenpigmentes, wodurch die Pflanze sich eines zelluldren Be-
standteils mit groBem phototoxischem Potential entledigt.”!
Zusitzlich macht das Entfernen des Chl aus seinen Protein-
Bindungspartnern diese leichter angreifbar fiir die Proteoly-
se.”?l Diese Konsequenz des Chl-Abbaus wird durch Unter-
suchungen an ,stay-green“-Mutanten (die ihr Chl zuriick-
halten) bestérkt, in denen die Verlagerung des proteinogenen
Stickstoffs und seine Riickgewinnung stark verringert waren.
Mit diesem Wissen kann die ambivalente Rolle des Chl-
Abbaus nicht iiberschitzt werden:*>>'"" Zum einen werden
dadurch klarerweise die Photosyntheseleistung eliminiert und
so die metabolische Aktivitdt reduziert; andererseits werden
dabei wichtige Nihrstoffkomponenten, etwa reduzierter
Stickstoff, verfiigbar. Dies tridgt zur Anreicherung von Pro-
teinen in Getreide und Gemiise sowie zur Bildung von
nahrhaften Friichten bei, was alles aus 6konomischer Sicht
sehr wichtig ist.[1%%)

9.2. Zu physiologischen Rollen von Chlorophyllkataboliten in
Pflanzen

Anstatt in seneszenten Bldttern spurlos zu verschwinden,
liefert das Chl (wie wir heute wissen) die weitverbreiteten
Phyllobiline. Letztere sollen nicht mehr als (nur wertlose)
Produkte einer Chl-Entgiftung betrachtet werden,!'* */ son-
dern ihre moglichen physiologischen Rollen in Pflanzen ver-
dienen unsere Aufmerksamkeit. Erstaunlicherweise sind al-
lerdings bisher keine klaren biologischen Funktionen der
Bilin-dhnlichen Chl-Kataboliten bekannt. Dies liegt vermut-
lich zum Teil am Fehlen von zuverldssigen Proben typischer
Chl-Kataboliten wie auch an Schwierigkeiten bei deren
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praktischer Handhabung. Typischerweise sind Phyllobiline
komplexe und recht instabile Substanzen. In dieser Hinsicht
reprisentieren aber die ,,persistenten® hmFCCs?* einen
beachtenswerten Spezialfall: In AmFCCs ist die inhdrente
Tendenz der FCCs, zu NCCs isomerisieren, blockiert
(hmFCCs sind biologisch ,,verkappte“ FCCs), wobei der
dabei betriebene biochemische Aufwand der (Bananen-
)Pflanze ohne eine weitere biologische Funktion nutzlos und
nicht gerechtfertigt erschiene.!

Fiir einige Phyllobiline, etwa die nichtfluoreszierenden
Typ-I-Phyllobiline (NCCs), wurden effiziente antioxidative
Wirkungen nachgewiesen.® YCCs sind ebenfalls exzellente
Antioxidantien.” Derartige Eigenschaften der amphiphilen
Phyllobiline sind von betrichtlichem Interesse.”” Auch
DNCCs, die strukturell verwandten Typ-II-Analoga der
NCCs, zeigen wahrscheinlich grundlegend dhnliche Wirkun-
gen. Antioxidantien finden sich sehr hiufig in Pflanzen, spe-
ziell in reifen Friichten,®® und kénnten entscheidend fiir die
Verldangerung der Lebensfahigkeit von Zellen wihrend Se-
neszenz?! und Reifung!®! sein.

Mit Ausnahme von NCCs und DNCCs sind die meisten
Phyllobiline auBergewohnliche, photoaktive Substanzen.
Phyllobiline konnten deshalb auch als zelluldire Metaboliten
in Betracht gezogen werden, die moglicherweise als Lichtfil-
ter wirken. Phyllochromobiline (YCCs, PiCCs usw.) und
deren Metallkomplexe konnten hierbei besondere Beitrige
leisten. Die Farben der Phyllochromobiline tragen zur Pig-
mentierung von Blittern”! und Friichten® bei. Die Farben
von Blittern" und Friichten!'"" werden als wichtige Signale
an eine Vielzahl von Tieren angesehen. Die Fluoreszenz von
FCCs konnte auflerdem eine spezielle Rolle als optischer
Aufheller in Bananen und Bananenblittern!'™®1%! spielen
oder auch als direktes Fluoreszenzsignal an Tiere fungie-
ren.'"”

FCCs sind duBlerst effiziente Sensibilisatoren fiir die Er-
zeugung von Singulettsauerstoff ('O,): Der FCC epi-23-Me
weist fiir die Licht-induzierte Bildung von 'O, eine Quan-
tenausbeute von 0.6 auf.”” Die photochemische Fihigkeit
von FCCs zur Bildung von 'O, konnte sicherlich eine phy-
siologische Rolle in (seneszenten oder reifenden) Pflanzen-
geweben spielen. 'O, kann etwa bei der Abwehr von Patho-
genen helfen oder aber als kurzlebiges Signalmolekiil mit
Wirkung auf Rezeptoren im Zellnukleus fungieren."®! Fiir
wichtige von 'O, iibermittelte Signale werden bislang die
Chloroplasten als die eigentliche zelluldre Quelle angenom-
men.""”) Durch Licht angeregte FCCs konnten als alternative
Produktionsstitten fiir 'O, im Cytosol wirken. Im Hinblick
auf die wichtigen Rollen des voriibergehend auftretenden
'0,"" in Pflanzen™ konnte die Anhiufung der persistenten
hmFCCs in reifenden Bananen™**! und in den Blittern ei-
niger immergriiner Pflanzen™®7*7 auf eine physiologisch
wichtige Rolle der FCCs als 'O,-Sensibilisator hindeuten.”
Den blau fluoreszierenden Ringen um Seneszenz-assoziierte
dunkle Flecken auf den Schalen reifer Bananen konnte, dank
lokaler Anhdufung von hmFCCs, eine Funktion beim Kampf
gegen Pathogene und damit auch bei der Verldngerung der
Lebensfihigkeit des Bananenschalengewebes zukommen.

Phyllobiline zeigen umfassende Fihigkeiten, in Uber-
gangsmetallkomplexen als Liganden zu fungieren. Der rosa-
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rote Chl-Katabolit (PiCC) 47 bindet einige Ubergangsme-
tallionen sogar bei nm Konzentrationen.’*!l Diese chemische
Eigenschaft, die dhnlich auch anderen Phyllochromobilinen
zugeschrieben wird,™) konnte weiteren physiologischen
Rollen dienen, speziell in Schwermetall akkumulierenden
Pflanzen.'') Letztere konzentrieren Zn-, Cd-, Hg- und Ni-
Tonen in ihren Vakuolen auf, genau dort, wo auch natiirliche
Phyllobiline in ihren spiteren Stadien zu finden sind."*! Die
Bildung von Metallkomplexen ist also wahrscheinlich. Au-
Berdem wurde gezeigt, dass dreizéhnige drei-Pyrrol-haltige
Ubergangsmetallkomplexe Eigenschaften aufweisen, die
medikamentos genutzt werden konnten."'” Aus diesem
Grund konnte die Eigenschaft von PiCCs, als dreizdhniger
Ligand Metallionen zu binden, auch aus physiologischer und
pharmakologischer Sicht von spezieller Bedeutung sein.*!

10. Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten fiinfundzwanzig Jahren konnten durch die
Identifikation von Chl-Kataboliten (oder Phyllobilinen) und
durch die Erforschung ihrer chemischen Eigenschaften
grundlegende, Struktur-basierte Antworten auf die Frage
gefunden werden, wie Chl in einigen hoheren Pflanzen ab-
gebaut wird. Die meisten Untersuchungen haben sich hierbei
mit dem Chl-Abbau in Angiospermen beschiftigt,” in denen
der verbreitete PaO/Phyllobilin-Weg des natiirlichen Chl-
Abbaus gefunden wurde. Die Monooxygenase PaO bildet
dabei, als Schliisselenzym in den Chloroplasten, den schwer
nachweisbaren RCC, der als das urspriingliche ,, Typ-I-
Phyllobilin“ bezeichnet wird. Der schnell ablaufende weitere
Abbau ergibt farblose, blau fluoreszierende lineare Tetra-
pyrrole (FCCs). Hierbei wird Spezies-abhingig einer der
beiden epimeren primdren FCCs (6/epi-6) gebildet. Auf der
Stufe der FCCs spaltet sich der PaO/Phyllobilin-Weg in
(mindestens) zwei groBe sowie mehrere kleine Aste auf
(Abbildung 30). Dieser Teil des Katabolismus wird vorrangig
von Cytosol-stindigen Enzymen absolviert. In einigen
Pflanzen wird dabei iiber die oxidative Deformylierung von
FCCs ein wichtiger, zweiter Pfad beschritten, aus dem die
1,19-Dioxobilin-artigen (oder Typ-II-)Phyllobiline resultie-
ren. Der Chl-Abbau scheint mit der Umwandlung von fluo-
reszierenden Phyllobilinen in der sauren Vakuole zu farblo-
sen und praktisch photoinaktiven zu enden, nichtfluoreszie-
renden Analoga, die sich meist in seneszenten Bléttern an-
reichern. In einigen Pflanzen werden die iiblicherweise
kurzlebigen FCCs allerdings durch komplexe Esterfunktio-
nen biosynthetisch zu persistenten hypermodifizierten FCCs
(hmFCCs) ,,verkappt“. Die Anreicherung der himFCCs in
Bananen bewirkt eine leuchtend blaue Fluoreszenz, ein rit-
selhaftes und beeindruckendes Phinomen, das etwa als Signal
an Friichte fressende Tiere dienen konnte.

Mit dem Wissen um den Abbau von Chl in einigen ho-
heren Pflanzen zu farblosen Kataboliten, die sich zwischen-
zeitlich anhéufen, stellt sich logischerweise die Frage: Was
geschieht anschlieBend mit diesen Phyllobilinen? Werden sie
in kontrollierten metabolischen Prozessen weiter abgebaut?
Die vor kurzem entdeckte endogene Bildung von Phyllo-
chromobilinen koénnte dabei eine besondere Rolle spielen
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Abbildung 30. Kurzer Uberblick iiber den PaO/Phyllobilin-Weg in eini-
gen hoheren Pflanzen.'" Chl wird in einem linearen Ablauf von
Phiaophorbid a (Pheoa) zu den primiren FCCs (pFCCs) abgebaut. Aus
Verzweigungen auf der Stufe der FCCs ergeben sich einige parallele
spatere Linien von Typ-I- und Typ-1I-Phyllobilinen. Farblose Phyllobiline
(NCCs und DNCCs) reichern sich in seneszenten und reifenden Pflan-
zengeweben an. Die farblosen, nichtfluoreszierenden NCCs und
DNCCs kénnen weiter zu gelben (und diese anschlieRend zu rosaro-
ten) Phyllochromobilinen oxidiert werden.

und ein moglicher Schliissel zur Antwort auf diese Frage sein.
In unseren Laboratorien wird derzeit nach weiteren Hin-
weisen hierauf gesucht.

Der Chl-Abbau wurde bisher nur an einem kleinen Teil
des riesigen Pflanzenreiches untersucht. Die Analysen von
natiirlich seneszenten Bléttern eng verwandter Arten lassen
dabei teilweise auf ein sehr @hnliches Muster an farblosen
Phyllobilinen schliefen, etwa bei verschiedenen Laub-wer-
fenden, zur Familie der Rosaceae gehorenden Obstbau-
men.”® Hingegen fiihrt der PaO/Phyllobilin-Weg zu an-
dersgearteten Phyllobilinen in verschiedenen anderen unter-
suchten Pflanzen, wie in A. thaliana und verwandten Brassi-
caceae oder auch in den tropischen Monokotyledonen Musa
acuminata und Spathiphyllum wallisii.

Bei unseren bisherigen Untersuchungen ging es primér
um die Entdeckung von grundlegend relevanten Phyllobilin-
typen in hoheren Pflanzen, nicht aber um die Erforschung des
Chl-Abbaus auf biologisch-systematische Art. Natiirlich wire
auch das Wissen um den Chl-Abbau in hoheren Pflanzen
auflerhalb der Angiospermen von grolem Interesse. Im spe-
zifischen Fall der Griinalge Auxenochlorella protothecoides
dhneln die frithen Stadien des Chl-Abbaus erstaunlich denen
des PaO/Phyllobilin-Weges in hoheren Pflanzen.['"?!

Die meisten unserer Studien iiber Bilin-artige Chl-Kata-
boliten beruhten auf der Analyse von pflanzlichen Extrakten.
Zusitzlich zu derartigen aufschlussreichen In-vitro-Studien
konnte auch die Beobachtung von Chl-Kataboliten in vivo
weitere Einblicke in die genaue Lokalisierung von Prozessen
liefern, die relevant fiir den Chl-Abbau im Gewebe von
Bléttern und Friichten sind. Exploratorische methodische
Studien mittels Massenspektrometrie® und Fluoreszenz-
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spektroskopie® haben inzwischen den Weg fiir erste detail-
lierte In-vivo-Analysen des Chl-Abbaus anhand von spezifi-
schen Chl-Kataboliten geebnet.

Entfernt verwandte neuere Studien beschéftigten sich mit
der Frage des Chl-Abbaus in pflanzenfressenden Protisten
und Insekten. Im Darm und Verdauungstrakt von herbivoren
Raupen wurde Pheoa als dominantes Uberbleibsel des auf-
genommenen Chl detektiert.!') Im aquatischen Okosystem
bauen (und entgiften) pflanzenfressende Protisten mit der
Nahrung aufgenommenes Chl zu einem auBlergewohnlichen
Chl-Abkommling ab, dem nichtfluoreszierenden Cyclophéo-
phorbid-a-Enol.l'" Sicherlich ldsst sich hier zwanglos die
nicht weniger faszinierende und wichtige Frage anschlieen:
Was passiert mit Chl im Metabolismus von hoheren Tieren
und in dem des Menschen? Ihre umfassende Beantwortung
steht noch aus.”'"!

Die Entdeckung von hypermodifizierten FCCs sowie
die unerwartet weite Verbreitung von Typ-II-Phyllobilinen,
wie den 1,19-Dioxophyllobilanen (DNCCs),*”*! ist beson-
ders faszinierend. Die 1,19-Dioxobiline und die vom Him
abstammenden (Himo-)Biline zeigen beachtliche Ahnlich-
keiten; sie unterscheiden sich (vor allem) durch den vom Chl
stammenden, zusitzlichen Ring E der Typ-II-Phyllobiline.
Wesentliche chemische Eigenschaften der beiden Linien von
Bilin-artigen Naturstoffen konnten sehr dhnlich sein. Phyl-
lobiline sind deshalb Anwirter auf eine Vielzahl von wichti-
gen biologischen Rollen, die bis jetzt eine Domine der
(Hamo-)Biline darstellen.''®! Physiologische Rollen von
Phyllobilinen etwa als externe Signale®*'""! in intra- oder
interzellulirer Kommunikation!'"*"¥l oder als Pflanzenab-
wehrstoffe konnen nicht ausgeschlossen werden.” In dieser
Hinsicht konnten Phyllochromobiline von speziellem expe-
rimentellem Interesse sein. Es ist beachtlich, dass biologische
Rollen von Phyllobilinen noch immer darauf warten, ent-
deckt zu werden.

Der Chl-Abbau ist das auffallende, sichtbare Zeichen der
Seneszenz von Blittern und der Reifung von einigen Friich-
ten, wobei Seneszenz iiblicherweise mit Apoptose verbunden
wird, Reifung hingegen nicht. Seneszenz kann dabei von en-
dogenen Entwicklungsprozessen!'®! oder durch (Stress-)Fak-
toren aus der Umgebung (etwa niedrige Temperaturen sowie
Mangel an Licht,['”!l Wasser oder bestimmten Nihrstoffen)
verursacht werden.'"””! Die jahreszeitliche Kombination eini-
ger dieser Faktoren konnte der Grund fiir die Synchronisation
des Chl-Abbaus in herbstlichen Blittern sein.'""™!?! Die Se-
neszenz und das Ausbleichen von Blittern konnen aber auch
durch (oben nicht genannte) externe Faktoren lokal induziert
werden, etwa durch mechanische oder chemische Schiden
oder auch durch die Infektion mit Pathogenen.'”! Abhiingig
von der Art der Seneszenzinduktion konnen Pflanzen auf
unterschiedliche Weise reagieren.' Die Reifung sollte dabei
als grundsitzlich anderer Prozess gesehen werden, mit dem
hiufig der Abbau von Chl einhergeht.!"'” Aus diesem Grund
ist es interessant, die natiirlichen Phyllobiline strukturell und
mengenmiBig zu erfassen, die als Resultat des Chl-Abbaus
bei unterschiedlichen Mechanismen der Seneszenzinduktion
gebildet werden.

Wie in den vergangenen Jahren gezeigt, tritt in senes-
zenten Blittern, in Gemiise und in reifenden Friichten eine
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Vielfalt an Produkten des Chl-Abbaus auf. Der metabolische
Wert von Phyllobilinen als Nahrungskomponenten fiir Blatt-
und Friichte-fressende Lebewesen, von Insekten, Schnecken
und Vogeln bis zu Sdugetieren und Menschen, wurde bisher
kaum thematisiert.®>>*1126) Man ist jedenfalls versucht, das
Vorkommen von NCCs in Friichten als fiir unsere Gesundheit
forderlich zu sehen, heilt es doch schon in einem alten
Sprichwort: ,,An apple a day keeps the doctor away*.>

Zweifellos kennen wir bis jetzt nur die Spitze des Eis-
berges des biologischen Phdnomens des Chl-Abbaus in ho-
heren Pflanzen.™**'“" Die Suche nach den immer noch
unbekannten physiologischen Rollen der Phyllobiline bleibt
ein wichtiges Thema, ebenso wie die Frage der Regulierung
des Chl-Abbaus bei natiirlicher und kiinstlich eingeleiteter
Seneszenz und Reifung sowie der Rollen und biologischen
Wechselwirkungen von Chl-Kataboliten bei Infektionen der
Pflanzen mit Pathogenen. Aber auch die Auswirkungen der
farblosen Phyllobiline (die héufig in Friichten und Gemiise zu
finden sind) auf unsere Gesundheit und unser Wohlbefinden
sollten durch pharmakologische Studien noch besser abge-
deckt werden. Ohne Zweifel hinterlassen die zeitweise
reichlich vorhandenen Uberreste des natiirlichen Chl-Abbaus
wichtige Spuren und haben grundlegende Auswirkungen auf
die Biosphire unserer Erde. Ahnlich den vom Hiam abstam-
menden Bilinen (den Hamobilinen) werden die Phyllobiline
auch weiterhin faszinierend bleiben, und die ,,Sage von den
beiden Bilinen* wird wohl noch viele weitere Jahre brauchen,
um fertig erzdhlt zu werden.

Abkiirzungen

Chla Chlorophyll a

Chlb Chlorophyll b

Chlidea Chlorophyllid a

DCC Dioxobilin-artiger Chl-Katabolit

DFCC Dioxobilin-artiger FCC

DNCC Dioxobilin-artiger NCC

DYCC Dioxobilin-artiger YCC

FCC fluoreszierender Chl-Katabolit vom Typ I

FDCC fluoreszierender DCC

NCC nichtfluoreszierender Chl-Katabolit vom
Typ I

NDCC nichtfluoreszierender DCC

Pheina Phéophytin a

Pheoa Phéophorbid a

PiCC rosaroter Chl-Katabolit vom Typ I

RCC roter Chl-Katabolit

YCC gelber Chl-Katabolit vom Typ I
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