
i=hytochemisrry,1976, Vol. 15, pp. 1581-1583. Pergamon Ress.Printed in England. 

UEBER DEN ABBAU VON RIBOFLAVIN IN 

PFLANZLICHEN ZELLSUSPENSIONSKWLTUREN 

WERNER KOOP und WOLFGANG BARZ 
Lehrstuhl fir Biochemie der Pflanzen der UniversitZt, 44 Miinster/Westf., Deutschland 

(Eingegangen 5 March 1976) 

Key Word Index-Plant cell suspension cultures; catabolism; riboflavin; lumichrome; flavin coenqmes. 

Ab&.ract--The degradation of (2-14C)-ribo~vin was investigated in plant cell suspension cultures of Cicer arietinum, 
GIycine max, Phaseo~us uureus, Nicotiana gthca, Peiroselinurn crispum und Triticum aestiuwn. All cultures showed 
degradation of the isoalloxazine system with decreasing magnitude in the order shown above. Riboflavin is not 
degraded via lumichrome. (2-14C)-lumichrome was not degraded but rather excreted from the cells into the nutrient 
medium after conversion to a water soluble compound. Riboflavin, but not lumichrome, was incorporated into 
the coenzymes FMN and FAD. 

EINLEITUNG 

In den bisherigen Untersuchungen iiber den pflanzlichen 
Abbau aroma&her [l-4] und heterocyclischer [S-s] 
Verbindungen haben sich Zellsuspensionskulturen als 
geeignete experimentelle Systeme erwiesen. Aufgrund 
ihrer hohen Substrataufnahmeraten, dem verl&slichen 
Ausschluss von Mikroorganismen sowie ihrer exogenen 
Beeinflussbarkeit sollten Zellsuspensionskulturen such 
Untersuchungen i&r den Katabolismus empfindlicher 
Substanzen, wie z.B. des Riboflavins (RF) ermtiglichen. 
Wegen der bekannten Photolabilitit des RF (Bildung 
von Lumichrom in saurer und neutraler Lijsung und von 
Lumiflavin im alkalischen Bereich) miissen zusgtzlich alle 
Untersuchungen, such mit dem Pflanzenmaterial, in 
&Niger Dunkelheit ausgefiihrt werden, was aufgrund der 
heterotrophen Lebensweise der Zellkulturen gut miiglich 
ist. 

Wir be&en heute utingreiche Kenntnisse fiber den 
mikrobiologischen Riboflavinabbau. Hier kann entweder 
nur die Ribitseitenkette des Riboflavins teilweise oder 
vollstiindig entfernt werden [B-12] oder es wird zu&itz- 
lich das Isoalloxazingetit schrittweise abgebaut [ll, 131. 
In Tieren wird R, offensichtlich nicht abgebaut, son&n 
ausgeschieden [ 14) ; vermeintliche Abbauprodukte des 
tier&hen Organismus wie Lumichrom, Lumiflavin, 6,7- 
Dimethyl-9-hydroxy%thylisoalloxazin oder 6,7-Dimethyl- 
9-formylmethylisoalloxazin konnten stets als Produkte 
intestinaler Mikroorganismen erkannt werden [12,14]. 
Ein Riboflavinabbau in Pflanzen ist bisher nicht eindeu- 
tig nachgewiesen worden. Man kennt nur eine Ribofla- 
vinhydrolase (Bildung von Lumichrom und Ribitol) und 
die Isolierung von Lumichrom aus Crinum lon&o2ium 
[15-J sowie einen Bericht [16-J iibex die Isolierung von 
l-Ribityl-2,3-diketo-1,2,3,4-tetrahydro-6,7-dimethylchin- 
oxalic aus pftanzenge-webe. Hierbei muss jedoch auf die 
rnangelnden aseptischen Bedingungen wie such auf die 
nicht beachteten Lichtbedingungen kritisch hingewiesen 
werden. 

Wir berichten im folgenden iiber erste Ergebnisse zum 
Abbau von Riboflavin und Lumichrom durch Zellsus- 

pensionskulturen hiiherer Pflanzen sowie iiber die gleich- 
zeitige Umwandlung von Riboflavin in Flavinmono- 
nukleotid (FMN) und Flavinadenindinukleotid (FAD). 

Ergebnisse 
Zellsuspensionskulturen von C&r arietinwm L., 

Phaseolus uurew Roxb., Petrosefinwn crispum, Glycine 
max, Nicotiana glauca und B-iticum aestivum wurden ia 
mehreren Parallelans%tzen mit (2-“C)-Riboflavin 
(2 x lo-’ m) unter aseptischen Bedingungen und in 
strikter Dunkelheit versetzt. Das gebildete 14C02 wurde 
tiber einen tigeren Zeitraum gemessen. Die Rurven der 
i4C0,-Entwicklung in Abb. 1 zeigen, dass die Kulturen 
von Petersilie und Weizen nur geringe Mengen an i4C0, 
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Abb. 1. Prozen&& Gesamtradioaktivit%t2Et in 14C02 nach 
Applikation von (2-1%bRiboflavin an Zellkulturen van Cicer 
arietinum (O--O), Phaseohs auret4.9 (A--A), Petrosehm 
crispum ( x -- x ), GIycine max (O--O), Nicotiana ghuca 
(+ -- +) und IMcum aestivirm (e--m). Fiir die Zellkultur 
von Cker arietinum gilt der Ordinatenmasstab B, fiir alle 

anderen Kulturen der Ordinatenmasstab A. 
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@-60/o) entwickelten, diejenigen der Mungbohne, Soja- 
bohne und von Tabak mit ca 1548% der Gesamt- 
radioaktivitit relativ stark und die Zellkultur von Cicer 
mietinwn tit mehr als 75% der applizierten Gesamt- 
radioaktivit% in 14CQa Qusserst intensiv das angebotene 
Substrat uxidierten. Mit der Kichererbsenkultur ist 
damit ein sehr gutes pflanzliches System gefunden 
worden, das zu einem langfristig konstanten Ribofla- 
vinabbau f&ig ist. Anschliessende Messungen der 
Radioaktivititsverteilung im Nfihrmedium und den 
Zellen fentsprechend 17) sowie diinnschichtchromato- 
graph&he Analysen (Laufmittel L,, L,, L3) ergaben, 
dass die Radioaktivitit der alkoholunlijslichen 
Zellriicksttide unbedeutend klein (O,l-O$%) war, 
6,7-Dimethyl-9-formylmethylisoalloxazin und Lumi- 
chrom bei Versuchsdurchfiihrung in strikter Dunkelheit 
in keinar der Zehkulturen gefunden werden konnten und 
neben nicht umgesetztem Riboflavin nur noch jeweils ein 
zusatzlicher radioaktiver Met&&t in den Zellen a&rat. 
Bei d&en Verbindungen (a) bei P&seolus uureus und 
(b) bei I? crispum handelt es such aufgrund der gelhen 
Fluoreszenz wohl urn Isoalloxazinderivate. Die Menge 
an nicht umgesetztem, aber von den Zellen aufgenom- 
menen Riboflavin war bei den Petersiliekulturen mit ca 
WA besonders hoch und den Kulturen der Kichererbse 
mit ca 5% besonders niedrig. Die Umwandlung von 
Riboflavin in die z.Zt. noch unbekannten Verbindungen 
a und b (Anionen bei pH 7) erfolgt hmgfristig konstant 
bis zu 30% der Gesamtmenge an Substrat. Ausscheidung 
der Verbindungen a und b in das Medium findet nicht 
statt. 

Verschiedene KontroIlexperimente mit (2-l 4C)-Ribo- 
flavin unter normaler Laborbeleuchtung ergaben, dass 
dann such Z&en und* N%lu-medien bei allen 6 Zellsus- 
pensionskulturen griissere Mengen (his zu 30% der appli- 
zierten Riboffavinmenge) an Lumichrom (Nachweis 
durch Chromatographie in L,, L2, L3 und UV-Spektro- 
skopie) isohert werden konnten, die aber durch photo- 
chemisch~ Destruktion von Riboflavin entstanden waren. 

Applikation von (2-Iv)-Lumichrom (hergestellt durch 
Riboflavin-Photolyse) an Zellsuspensionskulturen von 
Cicer arietinum, Pheolus aureus und Petroselinum cris- 
pum in 10u5 molarer Konzentration fuhrte nur zu sehr 
geringen 14C0,-Ausbeuten (Abb. 2) zwischen l-2,7%, die 
ganz wesentlich unter denen von (2-‘4C)%boflavin lagen 

Abb. 2. Prozentnale Gesuntradioaktivit& in 14C02 nach 
Applikation von (2-‘4C)-Lutnichrom an Zellkuituren von 
Cicer arieEinum (O--O), Phaseok uurtws (A--A) und Petro- 

selinum crispurn (x -- x ). 

(vgl. Abb. 1). Messungen der Radioaktivit~tsverteihmg 
nach 120 Stunden Versuchsdauer ergaben, dass in den 
Zellen sehr wcnig, im Ntirmedium dagegen sehr vie1 
@O-&Q!/~ der R.&-aktirit:it vorhanden war. Es handelte 
sich hierbei im $1 c ccr~~ 11c hL II urn eine Verbindung g knit 
unvertindertem Isoalloxazingeriist (UV-Spektroskopie, 
Fluoreszenzverhalten), die nicht mit den Verbindungen 
a und b identisch war und offensichtlieh ein zellulzires 
Entgiftungsprodukt von Lumichrom darstellt. Dies 
ergibt sich durch die Beobachtung, dass Verbindung g 
nach saurer Hydrolyse wieder Lumichrom ergab. Verbin- 
dung g war hitzebestandig (120’/1 Std.), photolytisch 
stabil und in Aether schlecht liislich. 

Bei Untersuchungen iiber die Umwandlung von 
(2-‘4C)-Riboflatin in die Coenzyme FMN und FAD 
wurden tissrige Zellextrakte von Zellkulturen der 
Mungbohne, Kichererbse und Peter&e elektrophore- 
tisch (Phosphatpuffer ; 0,05 M ; pH 7) mit Referenzsub- 
stanz aufgetrennt und die entsprechenden Coenzym- 
banden auf ihre Radioaktivitgt vemessen. Nach 24 
Stunden liess sich bei der Michererbse aktives FMN 
nachweisen, w&end FAD erst nach 48 Stunden eindeu- 
tig markiert war. Nach 80 Stunden hatte sich ein relativ 
konstantes Aktivit&niveau eingestellt mit einem Akti- 
vitiitsverhtiltnis von FAD zu FMN wie 8 zu 5 und tit 
ca 4% der Gesamtradioaktivit% in FAD. Bei Gabe von 
(2-X4C)-Lumichrom liess sich markiertes FMN und FAD 
nicht nachweisen. 

DISRWSSION 

Unsere Ergebnisse beweisen, dass pflanzliche Z&en 
Bhnlich wie zahlreiche Mikroorganismen zum Abbau des 
Isoafloxazingertistes bef%higt sind Dieser Abbau s&t 
jedoch die Ribitylseitenkette an Position 9 voraus, da 
Lumichrom praktisch nicht verwertet wurde. Aufgrund 
der verwendeten 14C-Markierung in Position 2 von 
Riboflavin kann zwar nur i.iber den C-Ring eine Aussage 
gemacht werden, doch ist nach unseren bisherigen Erfah- 
rungen fiber katabole Stofiechselwege in Pflanzen 
[l, 2,5,18] eine permanente Akkumulation von Zwis- 
chenprodukten des Abhaus nicht sehr wahrscheinlich. 
Die Untersuchungen werden unter Verwendung anderer, 
positionsspezifisch markierter Riboflavinproben fort- 
gefuhrt. Vergleichende Experimente in strikter Dunkel- 
heit bzw. unter Licht haben eindeutig gezcigt, dass 
Lumichrom kein enzymatisches, sondern ausschliesslich 
ein Photolyseprodukt darstellt. Der beobachtete Ribo- 
flavinabbau kann daher nicht iiber Lumichrom ftiren. 
Dies wird such durch die so sehr unterschicdliche Be- 
handlung des Lumichroms im Vergleich zu Riboflavin 
deutlich, dh dieses praktisch nicht abgebaut, sondern als 
wasserliisliches Derivat von den ZelIen exkretiert wird. 
Nach unseren Ergebnissen sollte man daher die Isolier- 
ung von Lumichrom aus pflanzlichem Gewebe [z.B, 151 
nicht als Beweis fur einen pflanzeneigenen Abbau 
ansehen. 

Bemerkenswert ist die Exkretion des wasserkjshchen 
Lumichromderivates g (miiglicherweise ein Glykosid) 
durch die Zellen in das Medium, da nach unseren Erfah- 
rungen mit sehr vielen unterschiedlichen Sub- 
stanzen [2,5,18] die metabolischc Exkretion exogen 
applizierter Verbindungen in Zellen aus Zellkulturen in 
die Vakuole und nicht in das Medium gerichtet ist, Wei- 
tere Untersuchungen werden zeigen, warum die Met&o- 
lite a und b von Riboflavin in diesem Aspekt viillig 
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anders behandelt werden. Im Gegensatz zu Poly- 
phenolen [S,lS], aber tibereinstimmend mit anderen 
Heterocyclen [6] werden von Riboflavin und Lumichrom 
praktisch keine Metabolite in alcohol-unliisliche, poly- 
mere Zellkulturen tiberfiirt. 

Die Wmwandlung von Riboflavin in die &enzyme 
FMN und FAD ist in Uebereinstimmung mit der such 
fti Pflanzen gut untersuchten Biosynthese der Coenzyme 
aus Riboflavin durch ATP-abhtigige Phosphorylierungs- 
reaktionen [19,20]. 

Wir haben bei Abbauuntersuchungen mit sehr unter- 
schiedlichen Substratm [l-3,5,18] mehrfach beach&he 
Unterschiede in der Abbauleistung zwischen den verwen- 
deten Zellkulturen gefunden. Trotzdem iiberrascht die so 
wesentlich hiihere Abbauleistung der Zellsuspensionskul- 
turen von Cicer arietinum (vgl. Abb. 1). Wir glauben mit 
dieser Kultur ein f+tir weitere Untersuehungen tiber den 
Riboflavinabbau besonders geeignetes System gefunden 
zu haben. 

EXPERIMENTELLRS 

Zellsuspensi~skulturen. Die Anzucht von und die Versuch- 
sausftirung mit den pflanzlichen Zellsuspensionskulturen 
unter aseptischen Bedingungen erfolgte nach friiheren 
Angaben [7,17,21], ebenso die Priifung der Zellkulturen auf 
Abwesenheit von Mikroorganismen vor und nach den Ver- 
suchen [21]. Die Aufarbeitung von Zellkulturen und N&rme 
dien ist bereits beschrieben worden [ 17,21,23], ebenso die 
Radioaktivitltsmessung l&&her und unliislicher Produkte 
[223. Alie Arbeiten mit Riboflavin wurden in Dunkelheit oder 
mit einer schwachen Dunkelrotlampe ausgefuhrt. 

C/tern&c&en. (2-14CbRibolIavin (spez. Akt. 26,l mCi/mMol) 
wurde vom Radiochemical Centre, Amersham bezogen. Das 
(2-l’C)-Lumichrom wurde durch Photolyse (48 Stdn., 400 W 
Weisslicht, 30cm Abstand) van 10&i (2-‘4C)-Riboflavin 
in 2 x 10-4mol. tissriger LaSung bei pH 5,s hergestellt, 
durch Aetherextraktion gewonnen und diinnschichtchromato- 
graphisch auf Reinheit untersucht. Die Synthese von 6,7-Di- 
methyl-9-formylmethyIisctalloxazin erfolgte nach [44]. 

Chromatographiesysteme. KieseIgeldiinnschichtchromato- 
graphie erfolgte mit den Laufmittelsystemen: L, MeOH- 
C,H,-Me&O-HOAc (4:14:1:1); Lz n-BuOH-EtOH-Hz0 
(5:2:3); L3 n-BuOH-HoAc-Ha0 (4:1:5). 

Elektrophorese. W&srige Zellextrakte odor Anteile der 
Ntirmedien wurden papierelektrophoretisch in Nabiumphos- 
phatpu&r (0.05 M, pH 7) bei 1600 V und 8OmA 5 Stunden 
getrennt. Elektropheroprogramme wie such Chromato- 
gramme wurden unter UV-Licht bei 254 und 366 nm 
ausgewertet. 

Photometric. Photometrische Messungen erfolgten in einem 
Unicam SP 8000 Spektralphotometer. 

Anerkennwrgert-Mit Unterstiitzung der Deutschen Fors- 
chungsgemeinschaft und den Fonds der Chemischen Industrie. 
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