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Abstract—The degradation of (2-*#C)-riboflavin was investigated in plant cell suspension cultures of Cicer arietinum,
Glycine max, Phaseolus aureus, Nicotiana glauca, Petroselinum crispum und Triticum aestivum. All cultures showed
degradation of the isoalloxazine system with decreasing magnitude in the order shown above. Ribofiavin is not
degraded via lumichrome. (2-*C)-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 aromatischer [1-4] und heterocyclischer [5-8]
Verbindungen haben sich Zellsuspensionskulturen als
geeignete experimentelle Systeme erwiesen. Aufgrund
ihrer hohen Substrataufnahmeraten, dem verlésslichen
Ausschluss von Mikroorganismen sowie ihrer exogenen
Beeinflussbarkeit sollten Zellsuspensionskulturen auch
Untersuchungen iiber den Katabolismus empfindlicher
Substanzen, wie z.B. des Riboflavins (RF) ermoglichen.
Wegen der bekannten Photolabilitit des RF (Bildung
von Lumichrom in saurer und neutraler Losung und von
Lumiflavin im alkalischen Bereich) miissen zusitzlich alle
Untersuchungen, auch mit dem Pflanzenmaterial, in
volliger Dunkelheit ausgefiihrt werden, was aufgrund der
heterotrophen Lebensweise der Zellkulturen gut moglich
ist.

Wir besitzen heute umfangreiche Kenntnisse iiber den
mikrobiologischen Riboflavinabbau. Hier kann entweder
nur die Ribitseitenkette des Riboflavins teilweise oder
vollstindig entfernt werden [9-12] oder es wird zusiitz-
lich das Isoalloxazingeriist schrittweise abgebaut [11, 13].
In Tieren wird R, offensichtlich nicht abgebaut, sondern
ausgeschieden [14]; vermeintliche Abbauprodukte des
tierischen Organismus wie Lumichrom, Lumiflavin, 6,7-
Dimethyl-9-hydroxyithylisoalloxazin 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 longifolium
[15] sowie einen Bericht [16] iber die Isolierung von
1-Ribityl-2,3-diketo-1,2,3,4-tetrahydro-6,7-dimethylchin-
oxalin aus Pflanzengewebe. Hierbei muss jedoch auf die
mangelnden aseptischen Bedingungen wie auch auf die
nicht beachteten Lichtbedingungen kritisch hingewiesen
werden.

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

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

Ergebnisse

Zellsuspensionskulturen von Cicer arietinum L.,
Phaseolus aureus Roxb., Petroselinum crispum, Glycine
max, Nicotiana glauca und Triticum aestivum wurden in
mehreren  Parallelansitzen mit (2-**C)-Riboflavin
(2 x 1073 m) unter aseptischen Bedingungen und in
strikter Dunkelheit versetzt. Das gebildete **CO, wurde
iiber einen lingeren Zeitraum gemessen. Die Kurven der
14C0,-Entwicklung in Abb. 1 zeigen, dass die Kulturen
von Petersilie und Weizen nur geringe Mengen an '4CO,
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Abb. 1. Prozentuale Gesamtradioaktivitit in '*CO, nach

Applikation von (2-!*C)-Riboflavin an Zellkulturen von Cicer

arietinum (O—--0), Phaseolus aureus (A——A), Petroselinum

crispum (x — x), Glycine max (O--0), Nicotiana glauca

(+——+) und Titicum aestivum (®—-@). Fiir die Zellkultur

von Cicer arietinum gilt der Ordinatenmasstab B, fiir alle
anderen Kulturen der Ordinatenmasstab A.
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(4-6%) entwickelten, diejenigen der Mungbohne, Soja-
bobne und von Tabak mit ca 15-18); der Gesamt-
radioaktivitiit relativ stark und die Zellkultur von Cicer
arietinum mit mehr als 75% der applizierten Gesamt-
radioaktivitit in !*CQ, dusserst intensiv das angebotene
Substrat oxidierten. Mit der Kichererbsenkultur ist
damit ein sehr gutes pflanzliches System gefunden
worden, das zu einem langfristig konstanten Ribofla-
vinabbau fahig ist. Anschliessende Messungen der
Radioaktivitdtsverteilung im Ndhrmedium und den
Zellen {entsprechend 17) sowie diinnschichtchromato-
graphische Analysen (Laufmittel L,, L,, L;) ergaben,
dass die Radioaktivitit der alkoholunldslichen
Zellriickstinde unbedeutend klein (0,1-0,6%;) war,
6,7-Dimethyl-9-formylmethylisoalloxazin und Lumi-
chrom bei Versuchsdurchfithrung in strikter Dunkelheit
in keiner der Zellkulturen gefunden werden konnten und
neben nicht umgesetztem Riboflavin nur noch jeweils ¢in
zusitzlicher radioaktiver Metabolit in den Zellen auftrat.
Bei diesen Verbindungen (a) bei Phaseolus aureus und
(b) bei P. crispum handelt es such aufgrund der gelben
Fluoreszenz wohl um Isoalloxazinderivate. Die Menge
an nicht umgesetztem, aber von den Zellen aufgenom-
menen Riboflavin war bei den Petersiliekulturen mit ca
60%, besonders hoch und den Kulturen der Kichererbse
mit ca 5% besonders niedrig. Die Umwandlung von
Riboflavin in die zZt. noch unbekannten Verbindungen
a und b (Anionen bei pH 7) erfolgt langfristig konstant
bis zu 30%; der Gesamtmenge an Substrat. Ausscheidung
der Verbindungen a und b in das Medium findet nicht
statt.

Verschiedene Kontrollexperimente mit (2-'*C)-Ribo-
flavin unter normaler Laborbeleuchtung ergaben, dass
dann auch Zellen und. Nihrmedien bei allen 6 Zellsus-
pensionskulturen grossere Mengen (bis zu 309 der appli-
zierten Riboflavinmenge) an Lumichrom (Nachweis
durch Chromatographie in L, L,, Ly und UV-Spektro-
skopie) isoliert werden konnten, die aber durch photo-
chemisché Destruktion von Riboflavin entstanden waren.

Applikation von (2-'*C)-Lumichrom (hergestellt durch

Riboflavin-Photolyse) an Zellsuspensionskulturen von .

Cicer arietinum, Phaseolus aureus und Petroselinum cris-
pum in 10~° molarer Konzentration fibrte nur zu sehr
geringen '“CO,-Ausbeuten (Abb. 2) zwischen 1-2,7%, die
ganz wesentlich unter denen von (2-'4C)-Riboflavin lagen
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Abb. 2. Prozentuale Gesamtradioaktivitit in '*CO, nach

Applikation von (2-**C)-Lumichrom an Zellkulturen von

Cicer arietinum (O—~-0), Phaseolus aureus (A——A) und Petro-
selinum crispum (X —— x).

W. Koop und W. Barz

(vgl. Abb. 1). Messungen der Radioaktivititsverteilung
nach 120 Stunden Versuchsdauer ergaben, dass in den
Zellen sehr wenig, im Nihrmedium dagegen sehr viel
(60-80%) der Ruadinaktivitiit vorhanden war. Es handelte
sich hierbei i wesenilihen um eine Verbindung g mit
unverdndertem Isoalloxazingeriist (UV-Spektroskopie,
Fluoreszenzverhalten), die nicht mit den Verbindungen
a und b identisch war und offensichtlich ein zellulédres
Entgiftungsprodukt von Lumichrom darstellt. Dies
ergibt sich durch die Beobachtung, dass Verbindung g
nach saurer Hydrolyse wieder Lumichrom ergab. Verbin-
dung g war hitzebestindig (120°/1 Std.), photolytisch
stabil und in Aether schlecht 15slich.

Bei Untersuchungen iiber die Umwandlung von
(2-'*C)-Riboflavin in die Coenzyme FMN und FAD
wurden wissrige Zellextrakte von Zellkulturen der
Mungbohne, Kichererbse und Petersilie elektrophore-
tisch (Phosphatpuffer; 0,05 M; pH 7) mit Referenzsub-
stanz aufgetrennt und die entsprechenden Coenzym-
banden auf ihre Radioaktivitdt vermessen. Nach 24
Stunden liess sich bei der Kichererbse aktives FMN
nachweisen, wihrend FAD erst nach 48 Stunden eindeu-
tig markiert war. Nach 80 Stunden hatte sich ein relativ
konstantes Aktivitdsniveau eingestellt mit einem Akti-
vititsverhiltnis von FAD zu FMN wie 8 zu 5 und mit
ca 4%, der Gesamtradioaktivitit in FAD. Bei Gabe von
(2-**C)-Lumichrom liess sich markiertes FMN und FAD
nicht nachweisen.

DISKUSSION

Unsere Ergebnisse beweisen, dass pflanzliche Zellen
dhnlich wie zahlreiche Mikroorganismen zum Abbau des
Isoalloxazingeriistes befihigt sind. Dieser Abbau setzt
jedoch die Ribitylseitenkette an Position 9 voraus, da
Lumichrom praktisch nicht verwertet wurde. Aufgrund
der verwendeten '4C-Markierung in Position 2 von
Riboflavin kann zwar nur iiber den C-Ring eine Aussage
gemacht werden, doch ist nach unseren bisherigen Erfah-
rungen iiber katabole Stoffwechselwege in Pflanzen
[1,2,5,18] eine permanente Akkumulation von Zwis-
chenprodukten des Abbaus nicht schr wahrscheinlich.
Die Untersuchungen werden unter Verwendung anderer,
positionsspezifisch markierter Riboflavinproben fort-
gefiihrt. Vergleichende Experimente in strikter Dunkel-
heit bzw. unter Licht haben eindeutig gezeigt, dass
Lumichrom kein enzymatisches, sondern ausschliesslich
ein Photolyseprodukt darstellt. Der beobachtete Ribo-
flavinabbau kann daher nicht iiber Lumichrom fiihren.
Dies wird auch durch die so sehr unterschiedliche Be-
handlung des Lumichroms im Vergleich zu Riboflavin
deutlich, da dieses praktisch nicht abgebaut, sondern als
wasserldsliches Derivat von den Zellen exkretiert wird.
Nach unseren Ergebnissen sollte man daher die Isolier-
ung von Lumichrom aus pflanzlichem Gewebe [z.B. 15]
nicht als Beweis flir einen pflanzeneigenen Abbau
ansehen.

Bemerkenswert ist die Exkretion des wasserldslichen
Lumichromderivates g (méglicherweise ein Glykosid)
durch die Zellen in das Medium, da nach unseren Erfah-
rungen mit sehr vielen unterschiedlichen Sub-
stanzen [2,5,18] die metabolische 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 Metabo-
lite 2 und b von Riboflavin in diesem Aspekt vollig
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anders behandelt werden. Im Gegensatz zu Poly-
phenolen [5,18], aber iibereinstimmend mit anderen
Heterocyclen [6] werden von Riboflavin und Lumichrom
praktisch keine Metabolite in alkohol-unldsliche, poly-
mere Zellkulturen tiberfiihrt.

Die Umwandlung von Riboflavin in die Coenzyme
FMN und FAD ist in Uebereinstimmung mit der auch
fir Pflanzen gut untersuchten Biosynthese der Coenzyme
aus Riboflavin durch ATP-abhingige Phosphorylierungs-
reaktionen [19,20].

Wir haben bei Abbauuntersuchungen mit sehr unter-
schiedlichen Substraten [1-3,5,18] mehrfach beachtliche
Unterschiede in der Abbauleistung zwischen den verwen-
deten Zellkulturen gefunden. Trotzdem iiberrascht die so
wesentlich hhere Abbauleistung der Zellsuspensionskul-
turen von Cicer arietinum (vgl. Abb. 1). Wir glauben mit
dieser Kultur ein fiir weitere Untersuchungen iiber den
Riboflavinabbau besonders geeignetes System gefunden
zu haben.

EXPERIMENTELLES

Zellsuspensionskulturen. Die Anzucht von und die Versuch-
sausfiihrung mit den pflanzlichen Zellsuspensionskulturen
unter aseptischen Bedingungen erfolgte nach fritheren
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 Nihrme-
dien ist bereits beschrieben worden[17,21,23], ebenso die
Radioaktivititsmessung loslicher und unidslicher Produkte
[22]. Alle Arbeiten mit Riboflavin wurden in Dunkelheit oder
mit einer schwachen Dunkelrotlampe ausgefiihrt.

Chemikalien. (2-1*C)-Riboflavin (spez. Akt. 26,1 mCi/mMol)
wurde vom Radiochemical Centre, Amersham bezogen. Das
(2-14C)-Lumichrom wurde durch Photolyse (48 Stdn., 400 W
Weisslicht, 30cm Abstand) von 10uCi (2-'*C)-Riboflavin
in 2 x 10”*mol. wissriger Losung bei pH 5,5 hergestellt,
durch Aetherextraktion gewonnen und diinnschichtchromato-
graphisch auf Reinheit untersucht. Die Synthese von 6,7-Di-
methyl-9-formylmethylisoalloxazin erfolgte nach {44].

Chromatographiesysteme.  Kieselgeldiinnschichtchromato-
graphie erfoigte mit den Laufmittelsystemen: L, MeOH-
CsHgMe,CO-HOAc (4:14:1:1); L, n-BuOH-EtOH-H,0
(5:2:3); Ly n-BuOH-HoAc-H,0 (4:1:5).

Elektrophorese. Wissrige Zellextrakte oder Anteile der
Nihrmedien wurden papierelektrophoretisch in Natriumphos-
phatpuffer (0.05M, pH 7) bei 1600V und 80mA 5 Stunden
getrennt.  Elektropheroprogramme wie auch Chromato-
gramme wurden unter UV-Licht bei 254 und 366 nm
ausgewertet.
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Photometrie. Photometrische Messungen erfolgten in einem
Unicam SP 8000 Spektralphotometer.

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