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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Sesquiterpene

Sesquiterpen® gehéren zu den terpenoiden Naturstoffen. Terpene werden nach der
sog. Isoprenregel eingeteilt, die jedoch nicht streng gilt. Je nach Anzahl der Isoprenein-
heiten (bzw. Anzahl der Kohlenstoffatome) unterscheidet man zwischen folgenden Ter-
penen:

* C,,» Monoterpene * C,5 Sesquiterpene
» C,y Diterpene » C,5 Sesterterpene
» G,y Triterpene

Innerhalb der Terpene bilden die Sesquiterpene die grof3te Gruppe. Bis heute wurden
tausende verschiedener Sesquiterpene mit verschiedensten Grundgeristen isoliert. Eine
Vielzahl unterschiedlicher Organismen ist in der Lage Sesquiterpene zu synthetisieren.
Sesquiterpene konnten u.a. schon aus Pilzatoose, hoheren Pflanz&h, und mari-
nen Organismeén isoliert werden.

Sesquiterpene besitzen acyclische, mono-, bi-, tri- und oligocyclische Grundgertste
(Abb. 1).

Ch chy oy ¢

Farnesane Germacrane Selinane Patchoulane
Aromadendrane Elemane Guaiane Cadinane

Abb. 1 Auswahl von Grundgerusten verschiedener Sesquiterpene.
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Sesquiterpene werden aus Pflanzen durch Wasserdampfdestillation oder durch Extrak-
tion mit organischen Losungsmitteln gewonnen. Die erhaltenen ,atherischen” Ole dienen
als Ausgangsbasis fur die Isolierung einzelner Komponenten. Die Separation der Sesqui-
terpene aus einem atherischen Ol kann durch verschiedenste Chromatographie-Techniken
erreicht werden (praparative Gaschromatographie, HPLC, Kieselgel-Chromatographie,
SFC, Dunnschicht-Chromatographie etc.). Eine Strukturanalyse der isolierten Verbindun-
gen erfolgt hauptsachlich mittels massenspektrometrischen Techniken und NMR-
spektroskopischen Methoden. Oftmals kann eine neue Struktur nur durch chemische
Synthese der vermuteten Verbindung eindeutig bewiesen werden. Dies ist haufig der Fall,
wenn die absolute Konfiguration der Verbindung nicht mit spektroskopischen Mitteln
bestimmt werden kann.

Die Bedeutung der Sesquiterpene, die zu den Sekundérmetaboliten von Organismen
gehdren, ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Sekundarmetabolite werden heute
langst nicht mehr nur als ,Abfallprodukte” des Stoffwechsels angesehen, vielmehr wird
ihnen eine grofRe Bedeutung als Botenstoffe zuerkannt. Es wurde nachgewiesen, dal3 Ses
guiterpenkohlenwasserstoffe und ihre oxigenierten Folgeprodukte (Sesquiterpenalkohole,
-ketone, -sauren, -ester und -ether) als Antwort auf Schadlings- und Pilzbefall von Pflan-
zen synthetisiert werd€h Fernerhin spielen Sesquiterpene eine Rolle als Pherdfone
und kénnen dabei auch als Insektenabwehrstoffe affle®esquiterpenlactone wie Pen-
talenonlactof’ werden kommerziell als Antibiotika eingesetzt. In der Parfum- und Duft-
stoff-Industrie finden Sesquiterpene ebenfalls ein weites Anwendungsgebiet. Zum einen
werden sie als Fixierungskomponenten in Parfums genutzt und zum anderen als ,charac-
ter impact compounds®, d.h. als Stoffe, die ein charakteristisches Aromaffagen

1.2 Chiralitat

Verhalten sich zwei Verbindungen wie Bild und Spiegelbild zueinander, so wird dieses
Pha&nomen als Chiralitat bezeichnet und die beiden Verbindungen Enantiomere genannt.
Ursache fir Chiralitat ist das Fehlen des Symmetrieelements der Drehspiegelachse. In
diesem Fall wird von einem dissymmetrischen Molekul gesprochen. Fehlt zusatzlich auch
eine Drehachse im Molekiil, so ist es als asymmetrisch defifiekbb. 2 zeigt, daR es
neben zentraler Chiralitat (z.B. ein Kohlenstoffatom mit vier verschiedenen Substituen-
ten) auch axiale Chiralitat (z.B. Allene), planare Chiralitat (z.B. Paracyclophane) und he-
licale Chiralitat (z.B. Hexahelicen) gibt.
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CH, Br., ,CHs
C=C=C
I AN
|/k Cl Hc? Br
Br
Zentrale Chiralitat Axiale Chiralitat

cHy” (CH2ncp,
/ \
H,C CH,

N 2

H2C—>_/7 CH2

Br

Planare Chiralitat Helicale Chiralitat

Abb. 2 Verschiedene Arten der Chiralitat.

Enzymatisch produzierte Molekdle liegen gewohnlich enantiomerenrein vor, da sie an
einem ebenfalls chiralen aktiven Zentrum eines Enzyms synthetisiert werden. Enantiome-
re unterscheiden sich nichtin ihren physikalischen Eigenschaften. Allerdings drehen
enantiomere Molekile die Schwingungsebene von linear polarisiertem Licht um einen
Winkel a (Drehwert). Enantiomere unterscheiden sich nur in ihrer optischen Aktivitat;
wéhrend ein Enantiomer die Schwingungsebene im Uhrzeigersinn um den Drehwert
dreht, wird die Schwingungsebene vom anderen Enantiomer gegen den Uhrzeigersinn
gedreht. Der absolute Wert des Drehwaerist in beiden Fallen gleich, er ist nur von der
Meltemperatur, der Wellenlange des verwendeten Lichts, der Kivettenlange, der Kon-
zentration des Enantiomers und dem LOsungsmittel abhangig. Ein reines Enantiomer hat
somit einen spezifischen Drehwedt] [.... Die optische Reinheit eines Enantiomerenge-
misches ergibt sich aus dem beobachteten Drehwggt fer Mischung undd] ... Sie
wird in Prozent angegeben:

% optische Reinheit = [0y (0100

max

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration einer enantiomerenreinen Verbindung
wurde erstmals 1951 die anomale Rontgenbeugund3yjoaet eingefiihrt. Die absolute
Konfiguration von Molekilen mit UV-aktivem Chromophor kann alternativ durch Aus-
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wertung des Cotton-Effektes im ORD- (optische Rotationsdispersion) bzw. CD- (Circu-
lardichroismus) Spektrum analysiert werden.

Zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit wird neben der Bestimmung des Drehwer-
tes auch die NMR-Spektroskopie und die Gaschromatographie eingesetzt. Grundsatzlich
gibt es zwei verschiedene Methoden zur Ermittlung der optischen Reinheit.

1.) Enantiomerenmischungen werden mit einem reinen Enantiomer chemisch umgesetzt,
so dal} sich diastereomere Produkte mit unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften
ergeben. Ein Beispiel ist die Derivatisierung von Aminen Mhiisher’ sSauré?. Das
Verhéltnis der diastereomeren Produkte kann dann mittels NMR oder GC analysiert wer-
den.

2.) Enantiomerenmischungen werden in einer chiralen Umgebung analysiert. Fir die
NMR-Spektroskopie bieten sich dafir chirale Lanthanid-Shiftreagenzien wie Eu(facam)
(facam: 3-Trifluoracetyl-d-campher) an. In der Gaschromatographie werden stationare
Phasen mit chiralen Substituenten eingesetzt, um die Enantiomerenreinheit eines Gemi-
sches zu bestimmen. Als chirale Selektoren werden Aminosauredéfivamide,
Metallkomplex&® und derivatisierte Cyclodextrift verwendet. Cyclodextrine zeich-

nen sich durch ihre hohe Temperaturstabilitdt und ihren gro3en Anwendungsbereich aus
und werden daher heute Uberwiegend eingesetzt.

Die biologische Aktivitdt von Enantiomeren kann stark variieren. Interaktionen von
chiralen Molekilen mit ebenfalls chiralen Rezeptormolekilen (meist Enzymen) kdnnen
nur dann funktionieren, wenn das ,richtige* Enantiomer vorliegt (,Schliissel-Schlof3-
Prinzip‘™™). Folglich werden in der Natur chirale Bausteine stets enantiomerenrein syn-
thetisiert. Bekannte Beispiele sind die Vorkommen von fast ausschlief3lich D-Zuckern
und L-Aminosauren in lebenden Systemen. Es gibt allerdings auch Organismen, die beide
Enantiomere einer Verbindung synthetisieren. Beispiele sind verschiSdédagoAr-
ten, die sowohl (+)- als auch (-)-Germacren D synthetisi€ten

Wie unterschiedlich die physiologische Wirkung von Enantiomeren sein kann, zeigt
das Beispiel des Monoterpenketons Carvon. Wahrend das (+)-Carvon fur den charakte-
ristischen Geruch von Kimmel verantwortlich ist, vermittelt das (-)-Enantiomer ein Pfef-
ferminz-Aroma (Spearmint) (Abb. 3). Ein weiteres Beispiel ist die pharmakologische
Wirkung von Thalidomid (Handelsname: Contergan), dessen Enantiomere beide sedative
Wirkungen besitzen. Allerdings besitzt nur eines der beiden Antipoden zusatzlich stark
teratogene Eigenschaften (Abb. 3).
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H
O
N
X O
Carvon Thalidomid

Abb. 3 Strukturen von Carvon und Thalidomid.

Besonders das tragische Beispiel Contergan macht die Berlcksichtigung stereochemi-
scher Eigenschaften deutlich. Aul3erdem zeigt es, wie wichtig die enantioselektive Syn-
these von Verbindungen ist. Zwar gibt es mittlerweile eine Vielzahl organischer Synthe-
sen, die Zugang zu enantiomerenreinen Verbindungen liefern, allerdings sind diese Syn-
thesestrategien meist teuer und bieten nur geringe Ausbeuten. Eine Alternative stellt die
enzymatische Synthese von Enantiomeren dar.

1.3 Biosynthese von Sesquiterpenen

Die Biosynthese von Sesquiterpenen wird durch sog. Synthasen (Sesquiterpen-
Cyclasen) katalysiert, die als Substrat das acycli¢Ehg)Farnesyldiphosphat (FDP)
verwendeR®. Initialschritt der Sesquiterpen-Synthese ist stets die Abspaltung von anor-
ganischem Diphosphat aus FDP. Zum einen dient dies der Energiegewinnung (treibende
Kraft der Cyclisierungsreaktion), zum anderen wird so ein Carbokation erzeugt, das um-
gelagert und cyclisiert werden kann. Samtliche Schritte werden enantioselektiv von den
Synthasen katalysiert, da sich das Carbokation in einer hydrophoben Tasche des Enzyms
befindet. Die hydrophobe Tasche schitzt einerseits das Kation vor Umgebungseinfliissen
und ist andererseits ein chiraler Hohlraum, der aus den Aminosauren des Enzyms gebildet
wird und somit die Enantioselektivitat der Katalyse hervorruft. Wahrend der Cyclisierung
kdnnen neben Wagner-Meerwein-Umlagerungen auch noch Hydrid-Shifts und Protonen-
abstraktionen bzw. Protonenaufnahmen stattfinden. Abb. 4 zeigt exemplarisch die Bio-
synthese von (-)-Germacren D, die durch (-)-Germacren-D-Synthase katalysiBft wird
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\
/ \)\ -oppi@
C, OPP;
1.) Energiegewin Hydrid-Shift
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Abb. 4 Cyclisierungsmechanismus der (-)-Germacren D-Biosynthese.

Die Biosynthese des Substrates FDP erfolgt durch Verkniipfung von drei Isopentenyl-
diphosphat-Einheiten (IDBY. IDP wiederum kann auf zwei unterschiedlichen Wegen
synthetisiert werden. Der erste Weg verlauft Giber Acetyl-CoA (gewonnen aus Glucose)
und Mevalonséure (MVA) und wird als der klassische Weg der IDP-Biosynthese be-
zeichnet (Acetatweff. Eine alternative Biosynthese von IDP wurde erstmals 1994 pu-
bliziert?®). Hierbei wird Pyruvat mit einer phosphorylierten Triose (Glycerinaldehyd-3-
phosphat, ebenfalls aus Glucose gewonnen) verknlpft updi@f@spalten. Die gebil-
dete 1-Deoxyd-xylulose wird abschlielRend zu IDP reduziert (Triose/Pyruvat-Weg). Die
Biosynthese von FDP ist in Abb. 5 schematisch dargestellt. Eine genauere Betrachtung
des Acetat- und Triose/Pyruvat-Weges erfolgt in Kapitel 3.2.1 Biosynthese von Isopente-
nyldiphosphat (IDP).

Welcher Weg zur Biosynthese von IDP bei héheren Pflanzen eingeschlagen wird,
hangt vom Zellkompartiment ab, in dem das IDP gebildet wird. Allgemein gilt, dal3 in
Plastiden und Mitochondrien IDP auf dem Triose/Pyruvat-Weg synthetisiert wird, wéh-
rend im Cytosol der Acetatweg beschritten wird. Da Monoterpene, Diterpene und Caroti-
noide in Plastiden gebildet werden und Ubichinon sowie Plastochinon in den Mitochon-
drien, werden diese Verbindungen aus IDP, das dem Triose/Pyruvat-Weg entstammt,
synthetisiert. Die Biosynthese von Sesquiterpenen, Triterpenen und Steroiden hingegen
erfolgt im Cytosol, so daf3 fur ihre Biosynthese IDP aus dem Acetatweg verwendet wird.
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Triose ¥ DeoxyD-xylulose— IDP

Abb. 5 Schematische Darstellung der beiden Biosynthesewege fiir IDP.
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2 Problemstellung

Seit der Entdeckung, daf} in verschiedeSehdageArten (Goldrute) beide Enantio-
mere des Sesquiterpens Germacren D auftreten, wurde spekuliert, wie sich die Biosynthe-
se beider Enantiomere gestaltet. Verschiedene Hypothesen besagten, dald es moglicher
weise zwei verschiedene Synthasen gibt, andererseits konnte auch ein einzelnes Enzym
verantwortlich sein, das nur ein Intermediat synthetisiert, das wiederum ,willktrlich* zu
beiden Enantiomeren weiterreagiert. Eine dritte Theorie besagte, dall Germaci®o-D in
lidago eventuell gar nicht enzymatisch gebildet wird, sondern direkt aus FDP entsteht.
Obwohl die Hypothese, die zwei verschiedene Enzyme vorhersagt, sicherlich am wahr-
scheinlichsten ist, konnte sie zun&chst nicht bewiesen werden.

Durch die Einfihrung neuer Enzymisolationstechniken ist es mittlerweile méglich,
auch Sesquiterpen-Synthasen aus hoheren Pflanzen zu isolieren. Damit ergibt sich eine
Madglichkeit, die eingangs erwdhnten Hypothesen zu verifizieren. Als Pflanzenmaterial
bot sich die in Mitteleuropa heimische Pflarf&@idago canadensen.

Zusatzlich sollte der erste Schritt der Biosynthese des Sesquiterpenketons
(-)-Cyclocolorenon irS. canadensiaufgeklart werden. Vermutet wurde, dal3 der erste
Schritt die Synthese des Sesquiterpensi{gurjunen ist. Somit mifdte es moglich sein,
die entsprechende Sesquiterpen-Synthas& acesnadensisu isolieren.

Abschliel3end sollten die Cyclisierungsmechanismen der isolierten Sesquiterpen-
Synthasen aufgeklart werden. Ansatz hierfir war die Verfutterung von deuterierten Sub-
straten an die Enzyme mit nachfolgender Strukturaufklarung der synthetisierten Sesqui-
terpene. Auf diesem Wege sollte die Position der Deuterium-Markierung bestimmt wer-
den, um Mechanismen postulieren bzw. beweisen zu kénnen.

Es ergaben sich somit folgende Aufgaben:

» Synthese von deuterierten Substraten (FDP), die Deuterium-Atome an verschiedenen
Positionen tragen. Teilweise sollten dazu enantioselektive Synthesen eingesetzt werden.

 Isolierung verschiedener Sesquiterpen-Synthasef .acsnadensimit Hilfe empfind-
lichster Enzym-Isolierungsmethoden.

» Biochemische Charakterisierung der isolierten Synthasen (Bestimmung von molaren
Massen, pH-Optima, Reinheitsgrad, Kinetik,-M/erte).

* Entwicklung von Enzymassays, die eine Verflitterung von markierten Substraten er-
lauben (sowohl flr Assays mit radioaktiv markierten Substraten, um die Homogenitat
der Produktbildung zu beweisen, als auch fir Assays mit deuterierten Verbindungen
fur Mechanismus Studien).

* Analyse der deuterierten Sesquiterpene mit Hilfe verschiedener massenspektrometri-
scher Techniken, um die Cyclisierungsmechanismen aufzuklaren.
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3 Allgemeiner Teil

Inhalt der vorliegenden Dissertation ist die Aufklarung der Biosynthese von
(+)-Germacren D, (-)-Germacren D und@-surjunen.

Die folgenden Kapitel sollen eine Ubersicht tiber die Grundlagen geben, die zum Ver-
standnis der durchgefiihrten Experimente und die Deutung ihrer Ergebnisse hilfreich sind.

Um die Biosynthese von Sesquiterpenen analysieren zu kdnnen, ist zunachst eine
Analytik der Sesquiterpene notwendig (siehe Kapitel 3.1 Sesquiterpenanalytik). Fernerhin
wird auf die Grundlagen der Sesquiterpenbiosynthese eingegangen (siehe Kapitel 3.2
Grundlagen der Biosynthese von Sesquiterpenen) und ein Uberblick iber Enzymisolie-
rungstechniken gegeben (siehe Kapitel 3.3 Methoden der Enzymisolierung). Abschlie-
Rend wird auf die molekularbiologischen Grundlagen von Sesquiterpen-Synthasen einge-
gangen (siehe Kapitel 3.4 Molekularbiologie der Sesquiterpen-Synthasen).

3.1 Sesquiterpenanalytik

Die Analytik vom Sesquiterpenen gliedert sich in mehrere Teile. Zunachst muf3 ein
atherisches Ol aus einer Pflanze (oder einem anderen Organismus) gewonnen werden, in
dem sich eine Vielzahl leichtfliichtiger Stoffe befinden. Aus diesem komplexen Gemisch
mussen sodann einzelne Komponenten (z.B. Sesquiterpene) isoliert werden. Isolierte
Komponenten stehen einer Analyse mittels spektroskopischer Methoden zur Verfiigung,
um eine Strukturaufklarung vornehmen zu kdnnen. Ein besonderes Augenmerk bei der
Strukturaufklarung gilt der Enantiomerenanalytik von Sesquiterpenen.

3.1.1 Atherische Ole

Atherische Ole konnen aus ganzen Pflanzen oder auch aus einzelnen Teilen einer
Pflanze (Blatter, Bliten, Stengel, Wurzel etc.) mit Hilfe einer Wasserdampfdestillation
gewonnen werden. Die Zusammensetzung eines atherischen Ols kann u.U. je nach ver-
wendetem Pflanzenteil variieren. Die Wasserdampfdestillation ist eine Co-Destillation
von Wasser mit leichtfliichtigen, mit Wasser nicht mischbaren, organischen Substanzen.
Diese Art der Destillation bietet eine schonende Moglichkeit temperaturlabile Verbindun-
gen unterhalb ihres Siedepunktes bei Normaldruck zu destillieren. Die extrahierten Kom-
ponenten werden in Hexan oder Pentan gesafithelt

Schon seit Jahrtausenden besitzen &therische Ole in vielen Kulturkreisen Bedeutung als
Weihrauch, Medizin, Duftstoffe oder als EinbalsamierungsrfiteAuch heute finden
atherische Ole noch eine vielfaltige Anwendung in der pharmazeutischen Industrie, Par-
fumindustrie und der Lebensmittelindustrie. So werden z.B. in Lebensmitteln Gewtrzole
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zur Aromatisierung eingesetzt. Da ein atherisches Ol aus einer Vielzahl von leichtfliichti-
gen Komponenten zusammengesetzt ist, gewinnt die Analytik dieser Ole eine groRe Be-
deutung, zumal gewohnlich nur bestimmte Komponenten des Ols fir die gewiinschten
Eigenschaften (z.B. das Aroma) verantwortlich sind.

Zur Isolierung einzelner Komponenten aus atherischen Olen stand bis in die 50iger
Jahre nur die Destillation des Gemisches zur Verfigung. Anfang der 60iger Jahre wurde
dann erstmals voGuenther et af® die Gaschromatographie zur Analyse von &theri-
schen Olen benutzt. Die Weiterentwicklung der Gaschromatographie (Kapillargaschro-
matographie) und die spatere Einfihrung der Kopplung von Gaschromatographie und
Massenspektrometrie (GC-MS) ermdglichten eine Vereinfachung der Identifizierung von
Inhaltsstoffen, da nun das Ol ohne vorherige Aufarbeitung verwendet werden konnte.

Gerade im Bereich der Sesquiterpenanalytik ist jedoch die Verwendung von GC-MS
allein nicht immer ausreichend. In Einzelfallen kdnnen sowohl Retentionszeiten als auch
Massenspektren von zwei unterschiedlichen Verbindungen nahezu identi&€h Beim
Auftreten von bisher nicht identifizierten Verbindungen in einem atherischen Ol reicht
GC-MS als alleinige Identifizierungsmethode gewohnlich ebenfalls nicht aus. In solchen
Fallen missen zusatzlich NMR-spektroskopische Methoden zur Identifizierung herange-
zogen werden.

Ein Problem der NMR-Spektroskopie besteht darin, dal3 nur reine Verbindungen analy-
siert werden kdnnen. Somit missen einzelne Sesquiterpene zunachst in Reinform aus ei-
nem atherischen Ol isoliert werden. Neben den veralteten Methoden der Destillation und
Kieselgel-Chromatographie, stehen dafir die Hochleistungsflissigchromatographie
(HPLC), praparative Dunnschicht-Chromatographie (DC) und praparative Gaschromato-
graphiezur Verfugung. Fiur Trennprobleme von Doppelbindungsisomeren hat sich die
HPLC bzw. DC mit Silbernitrat imprégnierten Trennphasen etabfleRur eine Vielzahl
anderer Trennprobleme hat sich die praparative Gaschromatographie B8wzbdem
bietet die praparative GC auch Zugang zur Trennung von Enantiomeren, da als stationare
GC-Phasen Cyclodextrinderivate verwendet werden kdnnen.

3.1.2 Strukturaufklarung von Sesquiterpenen

Wird ein bisher nicht charakterisiertes Sesquiterpen isoliert, so stellt sich das Problem
der Strukturaufklarung. Da Massenspektren von Sesquiterpenen gewoéhnlich nicht aussa-
gekraftig genug zur Strukturaufklarung sind, missen andere Techniken herangezogen
werden. Besonders bewahrt hat sich in diesem Zusammenhang die NMR-Spektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance). Hierbei wird die Wechselwirkung einzelner Atomkerne
im Molekiil mit elektromagnetischer Strahlung geme$8efRiir die Naturstoffanalytik
werden gewohnlich Wasserstoffatom#&lNMR) und Kohlenstoffatome!{C-NMR)
analysiert. Um aussagekraftige Spektren von Sesquiterpenen zu erhalten, werden im Falle
der*H-NMR-Spektroskopie Mengen im Bereich >0.1 mg benétigt und fut*aieNMR-
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Spektroskopie Mengen >1.0 mg. Abb. 6 zeigt exemplariscHHIdMR-Spektrum des
Sesquiterpens Germacren D, dessen Biosynthese in der vorliegenden Dissertation unter-
sucht wurde.

12/13

14

15

2/3

1 7 L

| ! | ! | ! |
50 40 30 20 10 0
ppm

Abb. 6 'H-NMR-Spektrum (500MHz, (D) von Germacren D (die angegebenen Nummern
entsprechen den Kohlenstoffatomen, an denen sich die detektierten Protonen befinden).

Die Zuordnung der detektierten SignaleiitNMR von Germacren D kann teilweise
durch die Verschiebung der Signale und ihre Kopplungskonstanten erfolgen (Bsp.: Tief-
feld verschobene olefinische ProtonBf) Ein Problem stellen in diesem Fall jedoch die
Methylengruppen dar, deren Signale nicht direkt zugeordnet werden kénnen. Fir ihre Zu-
ordnung miissen zusétzliche zweidimensionale NMR-Spektren aufgenommelitverde

Ein haufig verwendetes 2D-NMR-Experiment ist das COSY-Experiment (Correlated
Spectroscopy¥, bei dem Kopplungen benachbarter Atome analysiert werden. Ndben
'H-COSY-Spektren haben sich auti#-'*C-COSY-Spektren etabliert (z.B. HMQC =
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence fir skalare Kopplungen). In einigen Féllen
sind phasensensitive 2D-COSY-Spektren aussagekraftiger, da sie detailliertere Informa-
tionen uUber Kopplungskonstanten liefern. Der Nuclear-Overhauser-Enhancement (NOE)-
Effekt wird in der zweidimensionalen NMR-Spektroskopie fur sog. NOESY-Spektren
genutzt. Sie kbnnen Informationen tber die dreidimensionale Struktur eines Molekiils
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liefern, da sie Kopplungen raumlich benachbarter Atomkerne messen, die nicht direkt
uber kovalente Bedingungen miteinander verknupft sein missen. Fernkopplungen kdnnen
durch COLOC-Spektren (Correlation via long range couplings) detektiert werden. Mittels
HMBC-Spektren (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) werden Fernkopplungen zwi-
schen verschiedenen Atomkernen gemessen. Der Nachteil vieler 2D-NMR-Experimente
ist, dal3 Substanzmengen >10 mg bendtigt werden. Teilweise kann es vorteilhafter sein,
gezielte chemische Umsetzungen der unbekannten Verbindung durchzufiihren, um diese
so in bekannte Verbindungen zu tberfiihren. Vor allem Umlagerungs-, Hydrierungs- und
Dehydratisierungsreaktion&fl haben sich in diesem Zusammenhang bewahrt.

Sollte durch die oben genannten Experimente immer noch keine eindeutige Zuordnung
einer Struktur mdglich sein, so bleibt als letzte Moglichkeit die Totalsynthese der vermu-
teten Verbindung”.

Als besonders wertvoll fur die Analytik von atherischen Olen haben sich Massenspek-
tren-Bibliotheken erwiesen. Sobald eine Verbindung zweifelsfrei identifiziert ist, kann ihr
Massenspektrum als Referenz dienen, da das Fragmentierungsmuster dieser Spektren ser
charakteristisch ist (Ausnahmen konnen diastereomere Molekiile sein). In Kombination
mit einer GC-MS-Analyse kénnen MS-Spektren-Bibliothékerine Vielzahl von Kom-
ponenten schnell und sicher identifizieren.

3.1.3 Enantiomerenanalytik von Sesquiterpenen

Die meisten Sesquiterpene besitzen eines oder mehrere Chiralitdtszentren. Somit muf3
neben der eigentlichen Strukturaufklarung auch eine Enantiomerenanalytik durchgefihrt
werden. Von den gangigen Methoden zur Bestimmung eines Enantiomerenverhéltnisses
(siehe Kapitel 1.2 Chiralitat) ist die enantioselektive Gaschromatographie am gebrauch-
lichsten flr die Sesquiterpenanalytik.

Als stationdre GC-Phasen werden modifizierte Cyclodextrine verw&hdeyclo-
dextrine sind Oligosacharide, die aus sechs, sieben odenachtglycosidisch ver-
knipften D-Glucopyranoseeinheitem gebildet werden. Sie werdemal§- bzw.,
y-Cyclodextrin bezeichnet. Da Cyclodextrine definierte Hohlraume besitzen, kbénnen sie
in einer Wirt-Gast-Beziehung Enantiomere anlagern bzw. includieren. Moglich werden
solche Anlagerungen u.a. durch van-der-Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoffbruk-
kenbindungen. Es entstehen diastereomeren Komplexe, da Cyclodextrine ebenfalls chiral
sind. Die entstandenen Komplexe sind unterschiedlich stabil, was letztlich zu unter-
schiedlichen Retentionszeiten der Enantiomere fuhrt.

Abb. 7 zeigt als Beispiel die Anlagerung von (+)-Germacren D an ein unmodifiziertes
B-Cyclodextrin. Die Zeichnung stellt nur das Prinzip der Anlagerung dar, nicht die exak-
ten Verhaltnisse.
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Abb. 7 B-Cyclodextrin mit angelagertem (+)-Germacren D, die GroRenverhaltnisse sind nicht
proportional (Zeichnung mit Chem3D Pro, Cambridge Soft, erstellt).

Cyclodextrine werden durch enzymatischen Abbau von Starke und selektive Ausfal-
lung gewonnen.

Fur die Kapillar-GC sind underivatisierte Cyclodextrine ungeeignet, da sie sich beim
Schmelzen zersetzen. Dieses Problem wird umgangen durch Derivatisierungen der 2-, 3-
und 6-OH Gruppen mit Methyl-, Pentyl-, Butyryl- odert-Butyldimethylsilyl-Resten.

Eine Vielzahl von natirlichen Verbindungen konnte bisher mit Cyclodextrinphasen
getrennt werden. Dazu zahlen Terpene, Duftstoffe, Pheromone, Hormone, Hydroxysau-
ren, Pharmaka, Biphenyle, Allene, Paracyclophane und Metallkomplexe. Folgende Cy-
clodextrinderivate werden haufig fur die Enantiomerenanalytik verwendet:

* Octakis(3-O-butyryl-2,6-di-O-pentyl-cyclodextrin (LIPODEX E)
* Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyB-cyclodextrin (2,6-Me-3-P§-CD)
» Heptakis(6-Ctert-butyldimetylsilyl-2,3-di-O-methyl)B-cyclodextrin (6¥-2,3-Mef-CD)

Durch den Einsatz von gepackten Saulen mit chiraler stationérer Phase konnten Enan-
tiomere auch in praparativen Mengen getrennt werden (praparative Gaschromatogra-
phie)?®,

Eine weitere wichtige Methode der Enantiomerenanalytik ist die zweidimensionale
Gaschromatographie (2D-G€). Dieses Verfahren erlaubt auch dann noch die Bestim-
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mung eines Enantiomerenverhéltnisses, wenn sich die gesuchten Verbindungen in einer
komplexen Mischung befinden. Dazu wird die Mischung zunachst Uber eine achirale Ka-
pillarsdule getrennt und der gesuchte Peak ,herausgeschnitten” und auf eine Kapillarséaule
mit chiraler Phase umgeleitet. Mit Hilfe der chiralen Phase wird dann die eigentliche
Enantiomerenanalytik durchgefihrt (Abb. 8).

Trennung mit chiraler GC-Phaja

Trennung zweier Enantiomere

i

— > min wausschneiden” des gesuchten Peaks
Trennung mit achiraler GC—Phaje

—> min

Abb. 8 Prinzip der 2D-GC.

Zur Ermittlung der Elutionsreihenfolge zweier Enantiomere, werden Koinjektionen mit
enantiomerenreinen Referenzproben durchgefiihrt. Eine intensive Enantiomerenanalytik
der Sesquiterpene zeigte, dafld Lebermoose, die zu den niederen Pflanzen gehéren, haufic
die ungewohnlicheentSesquiterpene enthaltéh Sesquiterpene in ,gewdhnlicher*
Konfiguration werden hingegen meist nur in hoheren Pflanzen gefunden.
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3.2 Grundlagen der Biosynthese von Sesquiterpenen

Die Biosynthese der Sesquiterpene wird durch eine Vielzahl von Enzymen katalysiert.
In den meisten Fallen werden Sesquiterpene nach dem Schema in Abb. 9 synthetisiert.

AcetylCoA — — Mevalonsaure — — |[DP — —> FDP —= —> Sesquiterpen

Abb. 9 Schematische Biosynthese von Sesquiterpenen.

In den folgenden Kapiteln sollen die einzelnen involvierten Schritte genauer diskutiert
werden. In Kapitel 3.2.1 wird auf die Biosynthese von Isopentenyldiphosphat (IDP) ein-
gegangen und auch auf die Problematik, dal3 zwei unterschiedliche Wege seiner Synthese
in Organismen realisiert sein kdnnen. Neben dem in Abb. 9 angedeuteten Acetatweg kann
auch der sog. Triose/Pyruvat-Weg beschritten werden (siehe auch Kapitel 1.3 Biosynthese
von Sesquiterpenen). Kapitel 3.2.2 beschéftigt sich mit der Synthese von Farnesyldiphos-
phat (FDP) und in Kapitel 3.2.3 wird auf die Cyclisierung von FDP zu Sesquiterpenen
eingegangen. Letztere Synthese wird durch Sesquiterpen-Synthasen katalysiert, deren
Mechanismen ebenfalls diskutiert werden. AbschlieRend wird in Kapitel 3.2.4 der Nutzen
der Sesquiterpen Biosynthese behandelt.

3.2.1 Biosynthese von Isopentenyldiphosphat (IDP)

Im Cytosol von hdheren Pflanzen wird IDP gewo6hnlich auf dem sog. Acetatweg syn-
thetisiert (so benannt nach der Verwendung von Acetylcoenzym A als Ausgangssub-
strat}?. Erster Schritt dieses Weges ist die Verkniipfung von zwei Acetyl-CoA-Einheiten
zu Acetoacetyl-CoA unter Katalyse einer Thiolase. Acetoacetyl-CoA wird dann mit ei-
nem weiteren Acetyl-CoA-Molekul verknipft, so d&85fpB-Hydroxy-3-methylglutaryl-

CoA (HMG-CoA) gebildet wird (katalysierendes Enzym: HMG-CoA-Synthase). HMG-
CoA-Reduktase reduziert im nachsten Schritt HMG-CoARuMevalonsaure (MVA),

die wiederum durch Kinasen phosphoryliert wird zZR)-Mevalonsaurediphosphat
(MVA-PP). Letzter Schritt ist eine Decarboxylierung ungDHEliminierung, katalysiert

durch Diphosphomevalonatdecarboxylase. Abb. 10 zeigt das Biosynthese-Schema mit
allen Zwischenstufen. Die Energiebilanz zeigt, da ein NADH und drei ATP-Aquivalente
wahrend der IDP-Synthese verbraucht werden.
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Abb. 10 Biosynthese von IDP auf dem Acetatweg.

Da der Acetatweg im Cytosol von Zellen lokalisiert ist, wird das so produzierte IDP fir
die Biosynthese von Sesquiterpenen, Triterpenen und Steroiden verwendet, da deren Bio-
synthese ebenfalls im Cytosol lokalisiert ist.

In Mitochondrien (Ort der Biosynthese von Plastochinon und Ubichinon) und Plastiden
(Ort der Biosynthese von Monoterpenen, Diterpenen und Carotinoiden) wird IDP auf dem
Triose/Pyruvat-Weg synthetisi&ft. Formal wird aus einer Pyruvat-Einheit C@bge-
spalten und die verbleibendg-Einheit in eine Triose insertiert.

Erster Schritt des Triose/Pyruvat-Weges ist die Spaltung von Glucose in Phosphogly-
cerinaldehyd (PGA) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP). Nur PGA wird im weiteren
Verlauf der Synthese verwendet. Nachster Schritt ist die Verkniipfung von PGA mit Py-
ruvat unter Verlust von CODas CQ-Molekul wird selektiv aus dem Pyruvat abgespal-
ten; dieser Schritt ben6tigt als Co-Faktor Thiamindiphosphat (TDP). Das Verknupfungs-
produkt ist die Deoxypentulose 1-DeoRyxylulose, die im folgendem ein.B-Molekiil
abspaltet und sodann reduziert wird. Die resultierende Deoxypentulose wird dann einer
Ketol-Umlagerung unterworfen, die in &hnlicher Form auch bei der Leucin- und Valin-
Biosynthese nachgewiesen wurde. Der so entstandene Aldehyd wird abschliel3end redu-
ziert und fuhrt unter Abspaltung von,®l zum IDP. Abb. 11 zeigt nur einen moglichen
Weg, auf dem IDP aus dem Aldehyd synthetisiert werden kann. Alternativ gibt es auch
einen Weg, der ebenfalls zu IDP fuhrt und dabei Pyridoxalphosphat als Co-Faktor beno-
tigt?®. Welcher der beiden Méglichkeiten tatséchlich realisiert ist, konnte bis heute nicht
geklart werden.
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Abb. 11 Biosynthese von IDP auf dem Triose/Pyruvat-Weg.

Um zu entscheiden, ob der Acetatweg oder der Triose/Pyruvat-Weg flr die Biosynthe-
se einer bestimmten Verbindung gewahlt wird, stehen verschiedene Mittel zur Verfigung.
Wird IDP auf dem Acetatweg synthetisiert, so kann diese Synthese durch die Verwen-
dung von Inhibitoren bestimmter Enzyme unterbunden werden. Besonders bewéhrt hat
sich fur diesen Zweck Mevinolin (Abb. 12), das als kompetetiver Inhibitor der HMG-
CoA-Reduktase dielit. Durch seine Verwendung wird selektiv die Produktion von IDP
im Cytosol inhibiert. Dies hat zur Folge, dal3 z.B. Sesquiterpene nicht mehr gebildet wer-
den konnen. Diterpene, deren Biosynthese ebenfalls IDP benttigt, werden hingegen wei-
ter synthetisiert, da ihr IDP auf dem Triose/Pyruvat-Weg in den Plastiden gebildet wird.
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HO Abb. 12 Mevinolin.
COOH
OH .
O Zur Analyse ob IDP auf dem Triose/Pyruvat-Weg
gebildet wird, hat sich ein elegantes Markierungsex-
o periment etabliel®. Deuterierte 1-Deoxyp-

xylulose wird an einen Organismus verflttert und die

produzierten Zielmolekile per Massenspektrometrie

analysiert. Sollte der Triose/Pyruvat-Weg realisiert

sein, so muflten die Zielmolekiile (z.B. Diterpene)
Deuteriummarkierungen tragen. Selbst wenn die Einbauraten des markierten Substrates
nur bei ca. 10% liegen, kann eine Aussage Uber den genutzten IDP-Biosynthese Weg ge-
troffen werden.

Fur die Analytik der Sesquiterpenbiosynthese in hoheren Pflanzen ist eine Untersu-
chung des verwendeten IDP-Biosynthese Weges gewdhnlich nicht nétig, da es heute als
gesichert gilt, daf3 in diesem Fall die Sesquiterpene im Cytosol gebildet werden und somit
der Acetatweg zur Synthese von IDP genutzt wird.

3.2.2 Biosynthese vonE,E)-Farnesyldiphosphat (FDP)

Die Biosynthese volE,E}FDP (im folgendem stets als FDP bezeichnet) bendtigt
Isopentenyldiphosphat (IDP) als SubstfatErster Schritt der Synthese ist die Isomerisie-
rung von IDP zu Dimethylallyldiphosphat (DMADP), katalysiert durch Isopentenyldi-
phosphat-lsomeraét. In einer 1"-4-Kondensationsreaktion wird DMADP mit IDP ver-
knupft, wobei Geranyldiphosphat (GDP) entsteht. Im letzten Schritt der FDP-Synthese
wird GDP mit einer weiteren IDP-Einheit verknipft und unter Abspaltung von Diphos-
phat entsteht FDP. Die Verknupfung von DMADP mit zwei IDP-Einheiten wird durch die
Farnesyldiphosphat-Synthase (Transferase) katalysiert (AB#.13)

IDP-
Z opP T~ N"opp
IDP DMADP \\‘_—_\t/l\v/A\
OPP

Z
IDP

I, e

N N

oPP ~ ~ N"opp
GDP \\‘—_—\T/J\V/”\ FDP

7 oPP

IDP

Abb. 13 FDP-Biosynthese.
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3.2.3 Sesquiterpen-Synthasen

Die Biosynthese der Sesquiterpene wird durch Synthasen katalysiert (auch Sesquiter-
pen-Cyclasen genannt), die Farnesyldiphosphat (FDP) als Substrat benotigen. Treibende
Kraft der Reaktion ist die Freisetzung einer Diphosphat-GFispe

Erster Schritt der Synthese ist die lonisierung von FDP durch Abspaltung von Diphos-
phat. Das resultierende allylische Kation wird elektrophil von der zentralen oder distalen
Doppelbindung angegriffen, um ein ringférmiges Kation zu bilden (z.B. einen 10- oder
11-gliedrigen Ring mit ausschlief3lich trans-standigen Doppelbindungen). Anschliel3end
werden diverse kationische Transformationen am Molekil vorgenommen (Umlagerun-
gen, Cyclisierungen, Hydrid-Shifts, Methyl-Migrationen etc.), um letztlich die positive
Ladung in Form eines Protons abzuspalten. Zwar werden samtliche Transformationen am
Kation enzymatisch katalysiert, dennoch unterliegen die Reaktionen thermodynamischen
Gesetzen. Somit missen samtlich®rbitale, die z.B. an einem Hydrid-Shift beteiligt
sind, in einer geeigneten Geometrie zueinander stehen. Daher wurde auch beobachtet, dal
bestimmte initiale Cyclisierungen geometrisch nicht moglich sind. Dazu gehort die Bil-
dung von 10- und 11-gliedrigen Ringen mit cis-standigen Bindungen und die Bildung von
Sechsringen. Da aber dennoch entsprechende Intermediate auftreten, wurde ein weiterer
Schritt vor der initialen Cyclisierung fir solche Intermediate postuliert. Es handelt sich
dabei um die Isomerisierung von FDP zu Nerolidyldiphosphat (NDP). Abb. 14 zeigt die
maoglichen initialen Schritte und zwei Cyclisierungsbeispiele (a und b).

Durch mechanistische Uberlegungen kann somit hergeleitet werden, ob fiir die Bio-
synthese eines bestimmten Sesquiterpens NDP oder FDP fir die initiale Cyclisierung be-
notigt wird.

N

lonisierung Isomerisierung X
7z y\
oPP ; | | opp
FDP
. NDP
Cyclisierung| a
Drehung
/ einer
® Bindung '
® Cyclisierung lonisierung x
b o
| OPP

Abb. 14 Initiale Cyclisierungen von FDP und NDP.
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Mittlerweile sind die Mechanismen einiger Sesquiterpen-Synthasen aufgeklart. Ein
Beispiel, das die Vielfalt involvierter Reaktionen veranschaulicht, ist die Trichodien-
Synthase, die aus dem Schimmelgitichothecium roseurisoliert wurdé®. Abb. 15
zeigt die einzelnen Schritte der Trichodien-Biosynthese.

Die Struktur von Trichodien besitzt einen Sechsring, somit ist es wahrscheinlich, das
FDP vor der ersten Cyclisierung zu NDP isomerisiert wird. Markierungsexperimente, die
deuteriertes FDP als Substrat verwendeten, konnten diese Vermutung bestéatigen. Nach
der Erzeugung eines allylischen Kations erfolgen zwei Cyclisierungen die zur Ausbildung
eines Funf- und eines Sechsrings fuhren. Danach folgt ein Hydrid-Shift und elektrophile
Migration von zwei Methylgruppen. AbschlielRend erfolgt das Quenchen der positiven
Ladung durch Abstraktion eines Protons.

Drehung einer

N Bindung
- 7 \\Q@P
n - OPP ©

| | opp
NDP
® zweite
Cyclisierung Cyclisierung
= \l >
ﬁ) 1.) Hydridshift=
@ 2.) zwei
Methylshifts
CH,
m 3.) Protonen- Trichodien

abstraktion

Abb. 15 Biosynthese von Trichodien.

Die Aufklarung der komplizierten Einzelschritte dieser Synthese erfolgte mit Hilfe
isotopenmarkierter Substrate (Abb. 48)
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Abb. 16 Struktur von tritiiertem FDP.
X

Der Vorteil einer solchen Markierung liegt darin, daf eine
T Synthase ohne Probleme dieses Substrat verwenden kann und bei
der Synthese ein markiertes Produkt entsteht. Bis weit in die
80iger Jahre wurden fir Isotopenmarkierungen meist tritiierte
1,1-H,-FDP Substrate verwendet. Da die Position von Tritium nicht direkt im
Zielmolekll bestimmt werden kann, waren aufwendige chemi-
sche Abbauprozesse notig, um ein Molekil in Fragmente zu spalten. Diese Fragmente
wurden dann auf Radioaktivitat untersucht, um die Markierungsposition zu bestimmen.
Neben der in Abb. 16 gezeigten Verwendung von Tritium als Marker, hat sich auch die
Verwendung von“C-markierten Substraten bewahrt. Zur Aufklarung des Trichodien-
Cyclisierungsmechanismus‘ wurden neben *HI+DP auch noch @&)- und
(1R)-[1-*H,12,13%*C]-FDP verwendet. Zum Beweis der NDP Zwischenstufe wurde
(12)-[1-*H,12,13%‘C]-NDP verwendé?”. Die Verwendung von enantioselektiv markier-
ten Substraten gibt fernerhin Zugang zur Aufklarung des stereochemischen Verlaufs einer
Cyclisierung.

Auf &hnlichem Wege wurden die Cyclisierungsmechanismen von Bisal3d)eBer-
gamoten?”!, Humulen- und Caryophyllen-Synth&saufgeklart. Der Cyclisierungsme-
chanismus von Pentalenen-Synthase wurde sowohl mit radioaktiv markierten Substraten,
als auch mit deuterierten Substraten analy$fértDer Vorteil deuterierten Substanzen
liegt in der Moglichkeit, die synthetisierten Sesquiterpene per Massenspektrometrie und
NMR-Spektroskopie analysieren kbnnen, um Marker-Positionen zu bestimmen. Somit
entfallen aufwendige Abbaureaktionen. Im Falle des Pentalenen wurde Wd]-ADP
an die Synthase verfiittert (Abb. 17) und markiertes Pentalenen mit HilféHvidVMR-
Spektroskopie analysiert.

Pentalenen
N Synthase
D

Z X
OPP

/
T
OPP

[10-°H]-FDP Pentalenen
Abb. 17 Umsetzung von [16H]-FDP zu Pentalenen.

Da die chemischen Verschiebungen'tatNMR und?H-NMR nahezu identisch sind,
kann ein Resonanzsignal ifl-NMR sofort einem entsprechenden Signal'iaNMR
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zugeordnet werden. Wurde zuvor eine Zuordnung diledMR-Signale fur unmarkiertes
Pentalenen vorgenommen, so ist es moglich die PositiofiHdes markierten Pentalenen
problemlos ausfindig zu machen. Abb. 17 macht deutlich, daR siéhl-diarkierung an

einer Position befindet, die nur per NMR-Spektroskopie zugeordnet werden kann. Mar-
kierungen mifH und nachfolgende Abbaureaktionen konnten kein vergleichbares Ergeb-
nis liefern.

Zur Aufklarung der gesamten Pentalenen-Biosynthese wurden insgesamt funf ver-
schiedene Substrate benutzt. NeBdn *H- und**C-Markierungen wurde aucfC als
Marker verwendet. Der Verbleib vdfC in Pentalenen wurde durch Vergleich ¢fé-
NMR-Spektren von markiertem und unmarkiertem Pentalenen ermittelt, da im Spektrum
der markierten Verbindung ein Signal eine wesentlich héhere Intensitat besitzt als im un-
markiertem Spektrum.

Abb. 18 zeigt alle Schritte der Pentalenen-Biosynthese.

B
1.) Cyclisierung Ha
:l"a 2.) Protonen- 1.) Protonen-

T = abstraktion donation
L H_ m .
3.) Elektronen- 2.) Cyclisierung

OPP paar-Shifts

1.) Hydrid-Shift

Ha
2.) Protonen- 7
abstraktion m Pentalenen

3.) Cyclisierung

Abb. 18 Pentalenen-Biosynthese.

Da im ersten Schritt der Pentalenen-Synthese ein 11-Ring mit ausschlief3lich trans-
standigen Doppelbindungen ausgebildet wird, ist FDP und nicht NDP das Substrat. Neben
den schon erwahnten typischen Cyclisierungen, Protonenabstraktionen und Hydrid-Shifts,
fallen zwei Besonderheiten bei der Pentalenen-Synthese auf. Einerseits wird ein ungela-
denes Intermediat gebildet, das wahrend der Reaktion am aktiven Zentrum des Enzyms
verbleibt und nicht freigesetzt wird und aul3erdem agiert eine Aminosaure der Synthase
als Protonendonator. Es wird deutlich, welche Vielzahl von Reaktionen am aktiven Zen-
trum von Synthasen realisiert werden kénnen.
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Ebenfalls mit Hilfe von deuterierten FDP-Substraten wurde die Biosynthese von Aris-
tolochen aufgeklart. Aristolochen-Synthase, die u.a.Rerscillium roquefortiiisoliert
werden konnté”, wurde mit deuterierten Substraten wi€)(l1-?H]-FDP inkubiert und
markiertes Aristolochen péH-NMR-Spektroskopie analysiéft.

Bei der Verwendung von deuterierten Substraten konnen die Syntheseprodukte alter-
nativ auch mittels Massenspektrometrie untersucht werden. Dies hat gegentuber der NMR-
Spektroskopie den Vorteil, dal3 geringere Substanzmengen bendtigt werden, da die Mas-
senspektrometrie wesentlich empfindlicher ist als’dié\MR-Spektroskopie.

Ein Beispiel ist die Ginkgolid-A-Biosynthese. Verwendung des deuterierten Substrates
[6,6-°H,]-Glucose lieferte markiertes Ginkgolid A mit einen Molekulpeak von m/z = 410
im Massenspektrum anstelle von m/z = 408 im Spektrum der unmarkierten Verbindung.
Damit war der Einbau zweier Deuterium-Atome bewiesen. Ihre Position konnte durch
Betrachtung des Fragmentierungsschemas bestimmt werden. Wéahrend im Spektrum der
unmarkierten Verbindung der Basispeak bei m/z = 57 beobachtet wird (Abspaltung der
tert-Butylgruppe), liegt er bei markiertem Ginkgolid A bei m/z = 59. Dies entspricht der
Abspaltung einer zweifach deuteriertent-Butylgruppe (Abb. 195°.

Q __Wq)

CHD,

m/z = 351

Abb. 19 Struktur von Ginkgolid A und Fragmentierungsschema im Massenspektrum.

Die Verwendung von deuterierten Substraten mit nachfolgender Produktanalytik mit-
tels Massenspektrometrie zur Bestimmung der Deuterium-Position findet sich auch in der
Biosyntheseanalytik von Fettsauréh

Ein weiteres wichtiges Beispiel fur Cyclisierungsmechanismen von Sesquiterpen-
Synthasen ist die Patchoulol-SyntHseNeben der Synthese des Sequiterpenalkohols
Patchoulol wird durch diese Synthase aul3erdem eine Anzahl von Sesquiterpenkohlenwas-
serstoffen synthetisiert. Diese Phanomen wird als ,leaky Synthase* oder auch ,Multi-
Produkt-Synthase* bezeichh&t Die Strukturen der ,Nebenprodukted+ -, undy-
Patchouleng-Bulnesen undi-Guaien) legen die Vermutung nahe, daf? die Verbindun-
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gen aus kationischen Intermediaten der Patchoulol-Biosynthese resultieren. Abb. 20 zeigt
den Cyclisierungsmechanismus von FDP zu Patchoulol und die dabei entstehenden Ne-
benprodukte.

Auch wenn die in Abb. 20 gezeigte Sequenz das Auftreten samtlicher Nebenprodukte
hinreichend erklart, bleibt die Frage, warum einzelne Synthasen kationische Intermediate
.verlieren® kbnnen, die dann im wafrigen Medium des Cytosols zu Nebenprodukten
weiterreagieren. Bei dem eingangs erwéhnten Beispiel der Trichodien-Synthase entstehen
ebenfalls eine Reihe kationischer Intermediate, die allerdings permanent am Enzym ge-
bunden bleiben, so dald keinerlei Nebenprodukte beobachtet werden. Mittlerweile wurde
das Phanomen der Multi-Produkt-Synthase auch bei Germacrén&Selinen®! und
y-Humulen-Synthas®' beobachtet. Bei diesen Synthasen wurden zusétzlich auch die
entsprechenden cDNA-Sequenzen der Enzyme isoliert, so dald in Zukunft eventuell mehr
Informationen Uber die Ursachen der schwachen Bindung bestimmter Kationen an eine
Multi-Produkt-Synthase erhalten werden kénnen.

N uy®
" - —
OPP ® \
MC)

=4
1.) Hydrid-Shift
Cyclisierung Protonen- 2.) Protonen-
bstraktlon abstraktion
Hydnd Shift a-Bulnesen a-Guaien

B-Patchoulen ﬁzo a-Patchoulen y-Patchoulen
HO
Patchoulol

Abb. 20 Biosynthese von Patchoulol.

An dieser Stelle soll auch kurz auf einen ganzlich anderen Weg der Mechanismus-Auf-
klarung eingegangen werden. Ansatz dafir ist die Uberlegung, mit Synthase-Inhibitoren
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zu arbeiten, die unter geeigneten Umstanden als ,Suizid-Substrate” das aktive Zentrum
eines Enzyms irreversibel blockieren. Dazu werden die Synthasen mit Substrat-Analoga
inkubiert, bei denen bestimmte Protonen durch Fluor bzw. Sauerstoff durch Schwefel
substituiert ist. Wird an einer Stelle der Cyclisierung normalerweise ein Proton abstra-
hiert, so ist dies bei einer Fluorsubstitution ausgeschlossen, da die Bildung aasgE-
schlossen ist. Das gebildete Kation verbleibt somit irreversibel am Enzym und inhibiert
es. Ein Beispiel ist die Inhibierung der Trichodien-Synthase mit dem Substrat-Analoga
10-Fluoro-FDP (Abb. 2,

Abb. 21 Struktur des Trichodien Synthase Inhibitors 10-Fluoro-FDP.

Zusatzlich ermoglichen solche Substrate auch die Durchfiihrung
detaillierter kinetischer Studien.

Die irreversible Bindung von Inhibitoren ermdglicht zusatzlich
kristallographische Analysen des Enzyms, die zur Identifizierung des
aktiven Zentrums genutzt werden konnen. Auf diesem Wege wurde der Cyclisierungsme-
chanismus von gprAristolochen-Synthase aufgeklart und gleichzeitig das aktive Zen-
trum der Synthase charakterisigtt

Die biochemische Charakterisierung von Sesquiterpen-Synthasen zeigt weitgehend
identische Eigenschaften der Synthasen. Ihre Molmasse liegt im Bereich zwischen 40 und
100 kDa und samtliche bisher charakterisierten Synthasen bestehen aus einer oder zwel
Untereinheiten. Synthasen bendtigen stets ein divalentes Metallkation als Co-Faktor, wo-
bei Mg fur diesen Zweck am geeignetsten ist, in einigen Fallen aber auch dufth Mn
substituiert werden kann. Substrat ist jew@sEE)-FDP, das in einigen Fallen (s.0.) durch
NDP ersetzt werden kann. Es wurden allerdings auch Falle berichtet, in dénég)(2
FDP als Substrat fiir Sesquiterpen-Synthasen/dient

Kinetische Studien zeigen, dald Sesquiterpen-Synthasen der Michaelis-Menten-Kinetik
folgen. Die Michaelis-Menten-Kineti! geht von der Annahme aus, daR ein Enzym-
Substrat-Komplex ES aus dem Substrat S und dem Enzym E gebildet wird. Fir die Hin-
reaktion wird eine Geschwindigkeitskonstakieangenommen und fur die Rickreaktion
k. Anschlie3end zerfallt der Enzym-Substrat-Komplex in das Produkt P und Enzym E
mit der Geschwindigkeitskonstarke

OPP

k k
“~ ES ——~ P+E

E+S

K1

Diese Annahme gilt in guter Naherung fir alle enzymkatalysierten Reaktionen, bei de-
nen nur ein Substrat vorhanden ist. Diese Voraussetzung ist bei Sesquiterpen-Synthasen
gegeben.
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Die Michaelis-Menten-Gleichung lautet:

_ Vi OIS

%
0
KM + [

Mit den Konstanten: y= Reaktionsgeschwindigkeit
Vmax = K> [E] = Maximalgeschwindigkeit bei Substratséttigung
[E] = Enzymkonzentration
[S] = Substratkonzentration
Ky = Michaelis-Menten-Konstante

Die Michaelis-Menten-Konstante ist somit definiert als

(= Ktk
3

Es gehort damit zur Standard-Charakterisierung einer Sesquiterpen-Synthase, ihren
Ku-Wert fur das Substrat FDP zu bestimmen. Gewdhnlich liegt gewirt bei einer
Substrat-Konzentration zwischen @Y und 10uM.

Letztlich sollte fir eine vollstdndige Charakterisierung auch ein pH-Optimum der
Synthase ermittelt werden. Gewohnlich liegt es zwischen pH 6 und pH 8, allerdings besit-
zen die meisten Sesquiterpen-Synthasen eine hohe Toleranz gegenuber hdheren ode
niedrigeren pH-Werten, d.h. sie verlieren nur wenig ihrer Aktivitat zwischen pH 5 und
pH 9.

In manchen Fallen ist es sinnvoll, zusétzlich ein Temperaturoptimum zu bestimmen
(z.B. in Fallen geringer Enzymaktivitat). Im Durchschnitt liegt das Temperaturoptimum
fur Sesquiterpen-Synthasen befGis 35C.

3.2.4 Ziel der Sesquiterpen-Biosynthese

Es stellt sich die Frage, warum diverse Organismen Sesquiterpene synthetisieren. Es
wurden zwar etliche fir den Menschen interessante Eigenschaften von Sesquiterpenen
berichtet, u.a. ihr Aroma (siehe auch Kapitel 1.1 Sesquiterpene), auf den Nutzen der Ses-
quiterpene fur die sie produzierenden Organismen wurde allerdings erst in den 90iger Jah-
ren naher eingegangen.

Heute wird davon ausgegangen, dald Sekundarmetabolite wie Sesquiterpene u.a. bei
Angriffen von Pathogenen als Phytoalexine produziert wé¥leRhytoalexine minimie-
ren das Eindringen von Pathogenen (Pilze, Bakterien) in das Zellgewebe und halten somit
den Schaden fir die Pflanzen gering. Ein bekanntes Beispiel fir ein Phytoalexin ist Cap-
sidiol, ein Sesquiterpenalkohol. Capsidiol wird in einer zweistufigen Biosynthese aus
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FDP gebildet. Zunachst wird aus FDRpHAristolochene gebildet, daf? dann durch Oxi-
dasen zu Capsidiol oxidiert wird (Abb. 22).

5-epi-
Aristolochen
7 AN
OPP
FDP 5-epi-Aristolochen Capsidiol

Abb. 22 Biosynthese von Capsidiol.

In Chili-Pfeffer und Tabakpflanz&WY konnte eine vermehrte Produktion des Phytoale-
xins Capsidiol beobachtet werden, nachdem die Pflanzen einem Pilzbefall ausgesetzt wa-
ren. Analog wurde auch eine erhohte-Aristolochen-Synthase-Aktivitat gemessen.
Dies gilt als Beweis, dal3 die Synthese vogpbAristolochen der erste Schritt der Capsi-
diol-Biosynthese ist.

Durch Stimulation mit Arachidonsaure konnten Zellkulturen der Kartoffelpflanze zu
vermehrter Produktion von Lubimin und Rishitin (Abb. 23) angeregt w&tden

HO CHO

HO
HO
Rishitin Lubimin
Abb. 23 Strukturen von Rishitin und Lubimin.

Es wird vermutet, dal3 der erste Schritt der Lubimin-Biosynthese die Bildung von Ve-
tispiradien (Abb. 24) ist, das dann sukzessive zu Lubimin oxidiert®ird

Abb. 24 Struktur von Vetispiradien.

Bei Baumwollpflanzen konnte bewiesen werden, dal das Phytoale-
xin 2,7-Dihydroxycadalen (DHC) antibakterielle Aktivitat zeigt. Vor
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allem gegen den typischen Befall von Baumwollpflanzen durch das Bakt¥aatho-
monas campestripv. malvacearum(Smith) zeigte DHC eine gute Wirkung. Erster
Schritt der DHC-Biosynthese ist die Synthese des SesquiterpensCagdmen (Abb.

25Y%2,
(+)-0-Cadinen
Synthase

FDP -

HO OH
el

(+)-0-Cadinen DHC

Abb. 25 Biosynthese des Phytoalexins 2,7-Dihydroxycadalen (DHC).

Mittlerweile werden auch Enzyme untersucht, die Oxidationen von Sesquiterpenen
katalysieren. An dieser Stelle sei die Oxidation des Monoterpens (+)-Limonen zu dem
Monoterpenalkohol (+)-trans-Carveol durch eine Monooxygenase effiaHbe Mo-
nooxygenase besitzt an ihrem aktiven Zentrum eine Cytochrom P-450-Einheit, die als
Oxidationsmittel @ verwendet und ein Sauerstoffatom in eine C-H-Bindung insertiert.
Benoétigt wird auRerdem NADPH als Co-Fakibr Mit Hilfe einer Dehydrogenase wird
(+)-trans-Carveol zu dem Monoterpenketon (+)-Carvon oxidiert (Abi°26)

X OPP (+)-Limonen Mono-
Synthase oxygenase
=

Granyldiphosphat (+)-Limonen
?NOH Dehydrogenasl ?/0

= =4
(+)-trans-Carveol (+)-Carvon

Abb. 26 Biosynthese von Carvon.



Allgemeiner Tell 31

Neueste Untersuchungen beschéftigen sich mit der Identifizierung entsprechender Mo-
nooxygenasen und Dehydrogenasen flr Sesquiterpene. Ein Beispiel ist die Biosynthese
von Sesquiterpenlactonen aus Germacren A (u.a. Cichoriosid C, ABB. &1 Zichorie
Pflanzen.

(+)-Germacren-
Synthase

FDP

O

(+)-Germacren A Cichoriosid C

Abb. 27 Postulierte Biosynthese von Cichoriosid C.

Ziel solcher Untersuchungen ist es, bestimmte Enzyme der Sesquiterpenlacton-
Biosynthese selektiv zu inhibieren, um die Lacton-Produktion zu unterbinden. Sesquiter-
penlactone in Zichorie haben den Nachteil einen bitteren Geschmack zu verursachen, wo-
durch die Pflanze flr die Verfutterung an Nutztiere ungeeignet ist.

3.3 Methoden der Enzymisolierung

Ein zentraler Aspekt der Biosynthese-Analytik ist die Isolierung involvierter Enzyme.
Dabei ist zu beachten, daf3 Enzyme auf3erhalb ihrer natirichen Umgebung extrem instabil
sind und zur Denaturierung neigen. Zuerst muf3 daher ein Medium zur ,Lagerung“ der
Enzyme gefunden werden. Bewéhrt haben sich fir diesen Zweck Pufferldsungen mit ei-
nem optimalen pH-Wert, die zusatzlich Antioxidantien (Dithiothreit,3@;, Ascorbin-
saure) enthaltéH!. Fernerhin kénnen Puffer auch Co-Faktoren der entsprechenden En-
zyme beinhalten. Zur Erhohung der Stabilitdt von Enzympréparationen ist das Entfernen
von phenolischen Komponenten und Proteasen essentiell. In solcher Form kdnnen En-
zympraparationen auch fur einen langeren Zeitraum (einige Monate) I3€1 g8lagert
werden ohne ihre Aktivitat zu verlieren. Zusatzliche Enzyme (aul3er Proteasen) erh6hen
gewoOhnlich die Stabilitdt von Enzymextrakten, somit sind Enzympraparationen, die nur
noch ein isoliertes Enzym enthalten, gewohnlich sehr instabil. Dieses Problem kann durch
Zugabe von Rinder-Serumalbumin (BSA) umgangen werden, wodurch allerdings die
Mdoglichkeit ein Enzym zu charakterisieren beeintrachtigt wird. In solchen Fallen hilft
oftmals nur, die Reinigung des Enzyms direkt vor der Charakterisierung vorzunehmen
und moglichst schnell zu arbeiten, um den Aktivitatsverlust des Enzyms in tolerablen
Grenzen zu haltéfy,
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Zur weiteren Aktivitdtserhbhung eines Enzyms kann die Verwendung von Detergenzi-
en wie Tween 20 dienen.

Das typische Vorgehen fiur die Isolierung eines Enzyms aus einer Pflanze wird sche-
matisch in Abb. 28 wiedergegeben.

Abb. 28 Schematische Darstellung einer
Enzymisolierung.
Wahrend der Erstellung des Rohextraktes wer-
Erstellung eineT den Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) und XAD-4
Rohextraktes Polystyrol hinzugefigt, um Phenole und andere
niedermolekulare Verbindungen aus dem Extrakt
Rohextrakt (instabill zu entfernen. Der instabile Rohextrakt wird nach
einer Zentrifugation (um Zellreste zu entfernen)
lonenaustauscher sofort einem ersten Reinigungsschritt unterworfen
Chromatograph% (z.B. einer lonenaustauscher-Chromatographie),
um Reste von Phenolen und stérende Proteasen zu
Enzymextrakt (stabil] entfernen. Sollten auf diesem Weg nicht alle Pro-
teasen entfernt werden kénnen, so missen dem
Weitere Chromatod EXxtrakt Protease-Inhibitoren zugesetzt werden.
graphie Schritte j EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) und PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid) sind typische Pro-
reines Enzym (instabil tease-Inhibitoren, ihr Nachteil liegt in ihrer hohen
fur Charakterisierung Toxizitat. Der erhaltene Enzymextrakt ist zwar
Experimente stabil, zeigt aber u.U. nur eine geringe Aktivitat
des gesuchten Enzyms. Ursache dafir ist meist das
Vorhandensein von Enzymen, die um das gleiche Substrat konkurrieren. Ein Beispiel sind
Phosphohydrolasen, die das Substrat FDP desphosphorylieren, so daf} es Sesquiterper
Synthasen nicht mehr zur Verfigung steht. In diesem Fall wird eine hohe Farnesol Kon-
zentration und eine geringe Sesquiterpenkonzentration in Assays gemessen. Abhilfe
schaffen Phosphohydrolaseninhibitoren wie Vanadat- und Molybdat/®alper En-
zymextrakt wird dann weiteren Chromatographie-Schritten unterworfen, um letztlich die
biochemischen Eigenschaften des reinen Enzyms bestimmen zu kdnnen (Charakterisie-
rungsexperimente: pH-Optimum, Bestimmung der molaren Masse, Temperaturoptimum,
kinetische Studien).
Tab. 1 gibt eine Ubersicht tiber die verschiedenen Chromatographie-Methoden zur
Reinigung von Enzymen.
In einigen Fallen kbnnen auch mehrere Chromatographie-Schritte derselben Art kom-
biniert werden, bei denen nur die Beschaffenheit der stationaren Phase geandert wird. Ein
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gangiges Beispiel ist die Kombination zweier Anionenaustauscher-Schritte, zuerst mit
DEAE-Cellulose und nachfolgend mit einer MonoQ PH3se

Methode

Stationare Phase Trennprinzip

Anionenaustauscher-
Chromatographt€”

Gelfiltration®®!

Hydroxylapatit-
Chromatographt€”

Hydrophobe-
Interaktions-
Chromatographié”

Dye-Liganden-
Chromatographt€”

Gel-Elektrophorese
und isolelektrische
Fokussierung®

Quervernetzte Cellulose odéfrennung von Enzymen mit unter-
Agarose mit ionischen Sub- schiedlichen isoelektrischen Punkten
stituenten (z.B. NR) an (ph

Spacern

Quervernetzte Agarose ohndrennung von Enzymen mit unter-
Ladungen schiedlicher Molmasse

Kristallines Calciumphos- lonische Wechselwirkungen zwischen
phat C&* und Carboxylgruppen der Proteine

Quervernetzte Agarose mit Hydrophobe Interaktionen zwischen

hydrophoben Liganden Trennphase und Proteinen fuihren zur

(langkettige Ether etc.) Entfernung der ED-Hulle des Proteins
und zu einer Entropie-Erh6hung. Diese
variiert bei verschiedenen Proteinen

Quervernetzte Agarose mit Bisher nicht geklart
Triazinderivaten als Substi-

tuenten
Polyacrylamidgel mit Trennung von Proteinen mit unter-
variablen pH-Werten schiedlicher Ladung und Molmasse

Tab.1 Methoden der Protein-Chromatographie.

AbschlieRend seien noch Techniken zur Proteinreinigung erwahnt, die nicht in die Ka-
tegorie der Chromatographie fallen. Dazu gehéren Préazipitations-Techniken, die selektiv
durch sukzessive Zugabe von Ammoniumsulfat (AMS-Préazipitation) oder anderen Salzen
Proteine aus einer Losung ausféllen. Fernerhin sind Ultrazentrifugation, Dialyse und Ul-
trafiltration gebrauchlich”.



34 Allgemeiner Tell

3.4 Molekularbiologie der Sesquiterpen-Synthasen

Dem zentralem Dogma der Molekularbiold§tezu Folge wird die Erbinformation
von Enzymen in der DNA codiert. Durch Transkription der DNA wird mRNA (messen-
ger RNA) erstellt und durch Translation der mRNA an den Ribosomen werden letztlich
Enzyme und andere Proteine synthetisiert (Abb. 29).

DNA Abb. 29 Zentrales Dogma der
Molekularbiologie.

Replikation Diesem Schema zufolge miufdte es mdglich

sein, die genetische Erbinformation von Ses-

DNA quiterpen-Synthasen zu erhalten. Tatsachlich
gelang es, cDNA von Sesquiterpen-Synthasen

{Transkription] zu isolieren. Dafir hat sich folgendes Vorge-
hen etabliert: zunachst wird die Gesamtheit

der Pflanzen-mRNA mit Primern gescreent,
die eine fur Terpen-Synthasen typische Basen-

: sequenz enthalt€d. Mittels PCR (Polymera-

se-Chain-Reaction) und reverser Transkripta-

sen (RT-PCR) werden einige Teilstlicke der

Enzyme (Proteine) Synthasen-mRNA in einen DNA Strang um-
geschrieben und vervielfaltigt. Im n&chsten

Schritt wird eine cDNA-Bibliothek des ge-

Y samten Pflanzengenoms angelegt und mit den
Teilsticken der Synthasen-DNA gescreent,

um komplette Gene zu isolieféh Solche
Gene werden letztlich in das Genom \Estherichia colieingebaut und von den Bakteri-
en exprimieff®. Auf diese Weise ist es méglich, die entsprechenden Synthasen bzw. ihre
Reaktionsprodukte (die Sesquiterpene) in grof3er Menge und hoher Reinheit zu produzie-
rer’®. Die Syntheseprodukte stehen dann in geniigend groRer Menge NMR-
spektroskopischen Untersuchungen zur Verfiigung. Die isolierten Synthasen kénnen au-
Rerdem kristallographisch analysiert werden, um zusétzliche Informationen tber ihr akti-
ves Zentrum und ihre dreidimensionale Struktur zu erHzliten

reverse
Transkription

y
MRNA
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4 Spezieller Teil

4.1 Uberblick

Im Verlaufe der vorliegenden Arbeit wurde die Biosynthese der Sesquiterpene
(+)-Germacren D, (-)-Germacren D und ¢-surjunen in der Pflanz8olidago canaden-
sis (Goldrute) aufgeklart. Der folgende Abschnitt beschaftigt sich mit den einzelnen
Schritten, die zur Bewaltigung der gestellten Aufgabe notig waren.

In Kapitel 4.2 wird auf die Wahl der untersuchten Pflanze eingegangen. Kapitel 4.3
beschreibt die Isolierung der gesuchten Enzyme und Kapitel 4.4 ihre biochemische Cha-
rakterisierung. Kapitel 4.5 beschéftigt sich mit der Synthese deuterierter Substrate und
Kapitel 4.6 geht auf die Aufklarung der Biosynthese-Mechanismen ein. AbschlieRend
werden in Kapitel 4.7 Uberlegungen zur Biosynthese von Cyclocolorenon angestellt.

4.2 Die PflanzeSolidago canadensiand ihre Inhaltsstoffe

Dain der Literatur bisher nur unzureichend auf die Biosynthese von Sesquiterpen-
Enantiomeren eingegangen wurde, sollte diese nun am Beispiel von (+)- und
(-)-Germacren D (Abb. 30) untersucht werden.

,,, r

(+)-Germacren D (-)-Germacren D

Abb. 30 Strukturen von (+)- und (-)-Germacren D.

Gewohnlich wird (+)-Germacren D in dem &therischen Ol einiger niederer Pfighzen
und in Lebermoosen gefund&h wahrend (-)-Germacren D von verschiedenen héheren
PflanzenartenAsteraceagSimaroubaceaeind Magnoliaceag synthetisiert wirl”. Eine
interessante Ausnahme dieser Regel wurde erstmals in den 80iger Jahren fir die hohere
PflanzeSolidago altissima.. berichtét®. Beide Germacren D-Enantiomere konnten in
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dem éatherischen Ol der Pflanze in &hnlichen Mengen nachgewiesen werden. Mittlerweile
wurden ahnliche Ergebnisse auch fur and&bdagoArten erhalten$. canadensiand

S. gigante}®®. Somit stellt die in Mitteleuropa heimisclSe canadensigin ideales For-
schungsobjekt dar. Sie bietet die einmalige Mdglichkeit, gleichzeitig die Biosynthese
zweier Enantiomere aufzuklaren. AuBerdem wurde in ihrem atherischen Ol groRere Men-
gen des Sesquiterpenketons Cyclocolorenon nachgewiesen. In Kombination mit dem Re-
sultat, dal3 auch geringere Mengen des strukturell verwandterGe)Hunen (Abb. 31)

im &atherischen Ol vorhanden sind, stellte sich die Frage, ob beide Verbindungen biogene-

tisch miteinander verknipft sind. Auch diese Fragestellung konnte mit Hilf& voana-
densisbeantwortet werden.

I
n
I
e

(-)-a-Gurjunen Cyclocolorenon

Abb. 31 Strukturen von (--Gurjunen und Cyclocolorenon.

Germacren D und Cyclocolorenon sind die Hauptkomponenten des atherischen Ols
von S. canadensid-ernerhin sind in groReren Mengen die Monoterpene Limonen-und
Pinen vertreten. Die Zusammensetzung des Ols variiert stark in Abhangigkeit vom Her-
kunftsort der PflanZ&’. Wahrend im Norddeutschen Raum Germacren D und Cyclocolo-
renon die Hauptkomponenten der Pflanze sind, wurde in polni€hesmadensiBflan-
zen Curlon B-Sesquiphellandren-9-on) als Hauptkomponente identifiziert (AbE"32)

Abb. 32 Struktur von Curlon.

In Norddeutschen Pflanzen konnte Curlon hingegen nicht
o hachgewiesen werden, umgekehrt wurde kein Cyclocolorenon in
polnischen Pflanzen gefunden. Um die Biogenese von Cycloco-
lorenon aufzuklaren, fiel somit die Wahl auf die in Nord-
deutschland vorkommendé&h canadensiBflanzen.
Abb. 33A zeigt die gaschromatographische Analyse des athe-

Curlon



Spezieller Teil 37

rischen Ols vorB. canadensiggesammelt in der Nahe von Hamburg). Dieses Pflanzen-
material wurde im Verlauf der vorliegenden Dissertation fiir samtliche Experimente be-
nutzt.

Germacren D

Cyclocolorenon

0y
[ —

-- (+)-Germacren D
(-)-Germacren D

-y-Gurjunen

---a-Gurjunen

Abb. 33 GC-Analyse de$§. canadensiBxtraktes. A: Analyse des Gesamt-Ols (CP-Sil-5CB-
Phase, 5TC - 230°C, 3C/min); B: Analyse des enthaltenen Germacren D an einer
chiralen GC-Phase (6T-2,3-M2CD-Phase, 12 isotherm). Es wurden nur diejeni-

gen Verbindungen beschriftet, die im Verlauf der vorliegenden Dissertation untersucht
wurden.

Da es sich bei Germacren D um die Hauptkomponente&SvaanadensiBandelt, war
seine Isolierung mittels praparativer Gaschromatographie leicht mdglich. Der so isolierte
Germacren D-Standard konnte einer GC-Analyse mit chiraler stationérer Phase (6T-2,3-
Me-B-CD) unterzogen werden (Abb. 33B). Wie bereits von der Literatur postiiliert
konnten beide Germacren D-Enantiomere in vergleichbaren Mengen detektiert werden.
Allerdings kann das Enantiomerenverhaltnis je nach Fundort und Zeitpunkt der Samm-
lung variiere®%. Fir die im Verlaufe dieser Dissertation durchgefiihrten Experimente
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wurden Pflanzen mit einem Enantiomerenverhéltnis von (+)/(-)-Germacren D 3:1 bis 1:9
verwendet.

Solidago canadensisuch kanadische Goldrute genannt, laf3t sich wie folgt in die bo-
tanische Systematik einordri®h

Familie Korbblutler (Compositae, Stamm Asteraceae)
Unterfamilie Asteroideae

Tribus Astereae

Subtribus Solidagininae

Gattung Solidago L.

Art Solidago canadensis

Abb. 34 Skizze vonS. canadensis

Bei S. canadensibandelt es sich
um eine ausdauernde Pflanze mit
gelber Bllute, die ursprunglich in
Nordamerika beheimatet war.
Mittlerweile ist sie auch in Mittel-
europa stark verbreitet, wo sie in
einer Vielzahl schwach differen-
zierter Varietaten (,Lokalrassen®)
auftritt. Dies erklart auch das Pha-
nomen der wechselnden Zusam-
mensetzung ihres atherischen Ols in
Abh&ngigkeit vom FundortAbb.
34 zeigt die Skizze ein€®. cana-
densisPflanzé®.,

Die Pflanze findet auch in der
Heilkunde Anwendung. Die wah-
rend der Blite gesammelten und
getrockneten oberirdischen Teile

werden als ,Solidaginis-herba“ be-
I zeichnet und in Form von Aufgus-

sen (Krautertee) verabreicht. Der
Droge wird eine diuretische (Forderung der Ausscheidungen), schwach spasmolytische
(krampflésende) und antiphlogistische (entziindungshemmende) Wirkung zu&fRannt
Goldrutentee wird verabreicht bei Blasen- und Nierenentziindung, sowie bei Harnsteinen
und NierengrieR®®. AuBerdem wird berichtet, daR das &atherische Ol verschie8efier
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dagcoArten toxisch aufSitophilus granariugKornkafer) wirkt undTribolium confusum
(amerikanischer Reismehlkafer) abschrétkt

Die Hauptkomponente Germacren D besitzt ebenfalls weitreichende biologische Akti-
vitat. Es wirkt stimulierend auf die Fortpflanzung der amerikanischen Kiichensérabe (
riplanata americana.. undP. japonicaKarnyf*®. AuRerdem stimuliert es die Eiablage
einiger MottenartenOfiaphania nitidalisStoll.}”® und spielt eine Rolle bei der Erken-
nung der Wirtspflanze durch Kartoffelkafdreptinotarsa decemlineatgay, 182457
Die biologischen Aktivitaten wurden u.a. durch Aufnahme von Elektroantennogrammen
(EAG) gemessen. Hierzu werden die Antennenfiihler von Insekten tber Elektroden mit
einem computergesteuerten Mel3system verbunden, um Stimulationen elektronisch zu
visualisiereR®l. Zusatzlich spielt Germacren D eine zentrale Rolle als Intermediat in der
Biosynthese zahlreicher Sesquiterpene mit Cadinan- und Bourbonan-Grur@geriist

(-)-0-Gurjunen ist Bestandteil des Patchouli-CRogostemon cabliBenth.}* und
wird von verschiedeneBipterocarpusArten in groBeren Mengen synthetisiéft Es ist
die Hauptkomponente des Gurjun-Balsam-Ols, das als Fixierungskomponente in Parfums
verwendet wird und als Ausgangsmaterial der Guaiazulen-ProduktioRi&umit be-
sitzt die Aufklarung der (-i-Gurjunen-Biosynthese auch ein potentiell kommerzielles
Interesse.

Cyclocolorenon konnte auRer $1 canadenst§ auch noch ifPseudowintera colora-
tal® als Hauptkomponente identifiziert werden. Es besitzt phytotoxische und antimicro-
bielle Eigenschaftéty..

4.3 Enzymisolierungen

Fur die Isolierung der (+)-Germacren-D-, (-)-Germacren-D- una-{&urjunen-
Synthase wurde zun&chst ein Assay-System entwickelt, dal3 eine schnelle und sichere
Produktanalyse ermdéglicht (Kapitel 4.3.1). AnschlieBend wurden die einzelnen Enzyme
voneinander separiert (Kapitel 4.3.2 - 4.3.4).

4.3.1 Radiochemische Assays und Radio-Gaschromatographie

Da die gesuchten Synthasen aus Pflanzenmaterial isoliert werden muf3ten, waren je-
weils mehrere Chromatographie-Schritte nétig, bis die Synthasen in reiner Form vorlagen.
Nach jedem Chromatographie-Schritt muf3ten zwischen 30 und 60 verschiedene Fraktio-
nen auf Synthase-Aktivitat untersucht werden. Nur aktive Fraktionen sollten fur weitere
Reinigungsschritte oder Protein-Charakterisierungen genutzt werden. Da die Synthasen
relativ instabil sind, war fur die Bestimmung aktiver Fraktionen ein moglichst schnelles
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Enzymassay notig. Diese Voraussetzung erfillt ein Assay, das mit radioaktiv markierten
FDP (dem Substrat der gesuchten Enzyme) arB38itet

In einem sog. Microass&$§ wird eine kleine Menge (10- 3@) der zu untersuchenden
Fraktion mit Pufferlosung verdinnt und mit (1AW]-FDP versetzt. AnschlieBend wird
die Mischung fir 30 min inkubiert. Wahrend des Assays kdnnen zwei verschiedene Re-
aktionen ablaufen (Abb. 35):

Phosphohydrolase' AN
NG XN
OH
X [(1n)-*H]-Farnesol
AN
OPP

[(1n)-H]-FDP

[3H]-Sesquiterpen

Sesquiterpensynthasaw

Abb. 35 Mogliche Reaktionen in einem radioaktiven Enzymassay.

Es wird deutlich, dal3 nach der Inkubation drei Arten radioaktiv markierter Verbindun-
gen vorliegen: nichtumgesetzte$[-FDP, PH]-Farnesol und®H]-Sesquiterpene. Um
nur Fraktionen zu detektieren, di#l]-Sesquiterpene enthalten, wird das waRrige Assay
mit Hexan ausgeschuttelt und die organische Phase anschlie3end lber Kieselgel aufgerei-
nigt. [’H]-FDP bleibt in der waRkrigen Phase urid]fFarnesol wird nicht vom Kieselgel
eluiert, somit enthalt die verbleibende Hexan-Phase ausschliefiiESdsquiterpene.
Diese Hexan-Phase wird abschlielRend auf Radioaktivitat untersucht (Szintillationszahler).
Assays, bei denen Radioaktivitat detektiert wird, enthalten somit Sesquiterpen-Synthasen.
Eine graphische Auftragung der gemessenen Radioaktivitat zeigt deutlich welche Frak-
tionen gepoolt werden mussen (Abb. 36).
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Microassays nach DEAE Chromatographie

25000

20000+

[y
a1
o
o
o

Aktivitat [dpm]

10000 \

5000+

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Fraktion

Abb. 36 Graphische Auftragung der Microassay-Ergebnisse nach der Aufreinigung des Enzym-
rohextraktes auS. canadensigber eine DEAE-S&ule (Ausschnitt).

Sollten sich bei einer graphischen Auftragung mehrere Aktivitdtspeaks zeigen, so ist
dies ein Indiz fur die Separation zweier verschiedener Sesquiterpen-Synthasen. In sol-
chem Falle sollten die Fraktionen der verschiedenen Peaks getrennt voneinander gesam-
melt werden.

Nach den Microassays stehen die gepoolten Fraktionen weiteren Reinigungsschritten
oder Charakterisierungsexperimenten zur Verfliigung.

Microassays vermégen keine Auskunft dariber zu geben, welche Sesquiterpen-
Synthase isoliert wurde, hierfur ist ein sog. Macrod®aeeigneter. Fiir ein Macroassay
werden 0.5 — 3.0 ml Enzymextrakt benétigt, die — analog dem Microassay*HRHJP
inkubiert werden. Wahrend der Inkubation laufen die gleichen Reaktionen ab, wie bei
einem Microassay. Abschlielend wird die walRrige Phase mit Diethylether extrahiert. Die
organische Phase wird mittels Radio-Gaschromatographie analy3#rEgrnesol wird
bei Macroassays nicht abgetrennt, da gleichzeitig gepruft werden soll, ob die isolierte
Synthase frei von kontaminierenden Phosphohydrolasen ist).

Die Radio-GaschromatograpHié besitzt gegeniiber der herkémmlichen Gaschroma-
tographie zwei Vorteile:
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» Es werden ausschlie3lich radioaktiv markierte Produkte detektiert, d.h. es werden nur
vom Enzymextrakt enzymatisch synthetisierte Produkte detektiert. Sesquiterpene, die
von der Pflanze vor ihrer Extraktion produziert wurden (,endogene® Sesquiterpene)
storen die Detektion nicht.

» Der an den Gaschromatographen angeschlossene Radioaktivitatsdetektor hat eine we-
sentlich hohere Empfindlichkeit (Substanzmengen < 1 pmol kdnnen noch detektiert
werden) als ein herkdmmlicher FID. Dies ist besonders wichtig, da die synthetisierten
Substanzmengen aus Enzymextrakten héherer Pflanzen sehr gering sind.

In dem Fall, dal3 keine endogenen Sesquiterpene im Enzymextrakt vorhanden sind,
konnen auch Inkubationen mit unmarkiertem FDP vorgenommen werden mit anschlie-
Render Produktanalyse per GC-MS. Diese Methode liefert zwar genauere Ergebnisse tber
die Struktur der synthetisierten Sesquiterpene, ist allerdings wesentlich unempfindlicher
als die Radio-Gaschromatographie.

Abb. 37 zeigt den schematischen Aufbau eines Radio-Gaschromatographen:

Schreiber fur FID-Signal

= E =
Injektor FID-Detekto ;O%( \ \ CO;
N _~ Splitventil
Quenchinggas
C
Saule

@eakto

- Ofen
Tragergas —
0 :
O (@)

Radio—Detektof

| ! ]
EIOI [ | [ .

[9) o EEES
o) o
(o] @

o

o

Schreiber fiur Radio-Signal

ol

Abb. 37 Prinzip der Radio-Gaschromatographie.
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Der Aufbau des Radio-GCs gleicht dem eines gewdhnlichen GCs, allerdings besitzt er
als Modifizierung ein Splitventil, das den Gasstrom hinter der Kapillarsaule einerseits zu
einem FID und andererseits zu einem platinbeschichteten Reaktor leitet. In dem Reaktor
werden organische Substanzen bei°8@0nter Pt-Katalyse und.FZugabe zu CHredu-
ziert. Bei Vorhandensein radioaktiver Komponenten entstehtHGldas im Radiodetek-
tor detektiert wird. Um mdgliche Beschéadigungen des sehr empfindlichen Detektors aus-
zuschlie3en, wird vor dem Reaktor noch Quenchinggas) (@Hefugt.

Allgemein stellt sich bei der Detektion véiH-markierten Verbindungen das Problem,
daR®H nur ein sehr schwach@rStrahler iSt¥. Dieses Problem kann durch die Messung
der Substanzen in der Gasphase umgangen werden. Daher werden bei Radio-GC-
Analysen samtliche Verbindungen zunéchst zu gasformigepré&tiiziert. Eine andere
Mdglichkeit der Detektion besteht darin, die markierten Substanzen in einen ,Szintilla-
tionscocktail* aufzulésen und anschlieRend per Szintillationszahler zu detektieren. Diese
Technik wird bei der Aktivitatsbestimmung von Microassays angewandt.

Abb. 38 gibt eine schematische Zusammenfassung fur das Vorgeinen bei e
Enzymisolierung.

Der Enzymrohextrakt wird per Chromato-
graphie gereinigt (siehe auch Kapitel 3.3). Da-
bei werden mehrere Enzymfraktionen getrennt
aufgefangen. Jede dieser Fraktionen wird einer
aﬁ Aktivitatsanalyse unterworfen, die mit Hilfe
von Microassays durchgefuhrt wird. So wird
ermittelt, in welchen Fraktionen Sesquiterpen-
Synthasen vorhanden sind. Aktive Fraktionen

[ Saulenchromatographi}e

Fraktionen nach der,
Chromatographie

werden gepoolt und kdnnen dann in einem

l l l l l Macroassay analysiert werden, um festzustel-
(Separate Mikroassays aller Fraktionen len, welche Sesquiterpen-Synthase isoliert
wurde. Aul3erdem steht der gereinigte En-

l l zymextrakt weiteren Reinigungsschritten zur

— [Poolen der aktiven Fraktione}1 Verfligung.

[Gereinigter Enzymextra@
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4.3.2 Isolierung von (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase

Zur Isolierung der beiden gesuchten SynthB3emurde zunéchst ein Enzymrohextrakt
erstellt. Dafur wurde das gefrorene Pflanzenmaterial in einem geeigneten Extraktionspuf-
fer zermorsert und Reste der Zellwande durch Zentrifugation bei 20eb@fernt (De-
tails zu samtlichen erwahnten Experimenten finden sich in Kapitel 7). Mittels Ultrazentri-
fugation bei 100,009 wurden anschlieRend microsomale Zellpartikel ausgefallt. Der so
erhaltene Enzymrohextrakt wurde per Macroassay auf Synthase-Aktivitat untersucht (sie-
he Kapitel 4.3.1 Radiochemische Assays und Radio-Gaschromatographie). Abb. 39 zeigt

die Analyse des Assays per Radio-GC.

mV
- (+)-Germacren D
- - (-)-Germacren D

Radio-Signa

(-)-a-Gurjunen
--- (E,B-Farnesol

Abb. 39 Radio-GC-Analyse von Macroassay-Produkten des Enzymrohextraktes (6 T-B3-Me-
CD; 116C fur 14 min mit 18C/min - 17C¢°C). A: FID Signal von unmarkierten Stan-
dards, die zur Peak-ldentifizierung koinjiziert wurden. B: Radiosignale der enzyma-
tisch produzierten Verbindungen.
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Es werden eine Vielzahl radioaktiver Verbindungen detektiert. Damit stellte sich zu-
nachst die Aufgabe, diese Substanzen zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden Koin-
jektionen mit unmarkierten Sesquiterpen-Standards durchgefkbeluiert ein Standard
mit einer radioaktiven Verbindung, so werden gleichzeitige Signale im FID und im Ra-
diodetektor registriert. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dal} die Peak-
form von Radio-GC-Signalen im allgemeinem nicht so scharf ist, wie bei FID-
Signaled®. Ursache ist die Radio-Detektion in der Gasphase, die zu einer Peakverbreite-
rung fuhrt. Zuséatzlich kann die Radio-Detektion zu ungewiinschten Spikes 'fiboenit
erfolgt eine Peakzuordnung am besten anhand des Peak-Schwerpunktes und nicht mit Hil-
fe der Peakspitzen.

Es wurden vier Hauptkomponenten identifizieE;H)-Farnesol (das durch unspezifi-
sche Phosphohydrolasen-Aktivitat aus FDP gebildet #fyd das Sesquiterpen
(-)-a-Gurjunen und die gesuchten Sesquiterpene (+)- und (-)-Germacren D im Verhéltnis
3:1. Dies entspricht dem Verhaltnis, das fiir das atherische Ol derselben Pflanze bestimmt
wurde. Somit ware zunachst bewiesen, dald beide Sesquiterpene enzymatisch gebildet
werden. Entsprechende Kontrollinkubationen (d.h. das Assay wird vor der Zugabe von
FDP fur zwei Minuten auf 10C erhitzt, um Enzyme zu denaturieren) zeigten keinerlei
Germacren D-Bildung, somit ist eine willkiirliche Synthese von Germacren D aus FDP
unter Assaybedingungen ausgeschlossen.

Die néachste Aufgabe war nun, einzelne Enzyme aus dem Enzymrohextrakt zu isolie-
ren. Da Stabilitatsexperimente zeigten, dald der Rohextrakt nach 2 h etwa die Hélfte seiner
Aktivitat verlor (bewiesen durch Microassays), muf3te ein moglichst schneller erster Rei-
nigungsschritt gefunden werden. Dafur boten sich Préazipitations-Techniken oder eine
Anionenaustauscher-Chromatographie an. Da die lonenaustauscher-Chromatographie an
DEAE-Cellulose gute Ergebnisse lieferte, wurde dieser Schritt als erster Reinigungsschritt
eingefihrt.

Der Enzymrohextrakt wurde auf eine DEAE-Cellulose-Saule gegeben und die gebun-
denen Proteine mit einem KCI-Gradienten eluiert und fraktioniert aufgefangen. Microas-
says der einzelnen Fraktionen dienten zur Bestimmung der aktiven Fraktionen (siehe auch
Abb. 36, Seite 41). Da sich keine deutliche Separation von Aktivitatspeaks in den
Microassays zeigte (nur ein relativ breiter Peak), wurden samtliche aktiven Fraktionen
gepoolt. Nach der DEAE-Chromatographie befanden sich die aktiven Fraktionen in einem
Elutions-Puffer mit einer Konzentration von etwa 0.2 M KCI. Kaliumchlorid reduziert

" Da die enzymatisch produzierten Substanzmengen (also die radioaktiv markierten Sesquiterpene) sehr gering sind,
werden diese Substanzen nicht im FID detektiert. Ausschlielich die Zugabe groRerer Mengen eines Standards liefert
Signale im FID.

" Nach der Reduktion der organischen Verbindungen im Platinreaktor durchléauft das gebildetelCeine gewis-

se Strecke bis zum Radiodetektor um abzukihlen. Dabei wird die ,Gaswolke" auseinandergezogen und zusétzlich
mit Quenchinggas verdiinnt. Dies fiihrt zu leichten Inhomogenitaten d@idGterteilung innerhalb der ,Wolke®,

was sich wiederum in Spikes bemerkbar macht.
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allerdings die Stabilitat von Sesquiterpen-Synthasen; somit muf3ten die Enzyme zunachst
in einen KClI freien Puffer tberflhrt werden. Fur diesen Zweck wurden Entsalzungssaulen
der FirmaBio-Radbenutzt.

Die entsalzte DEAE-Fraktion wurde einem Macroassay unterzogen, dessen Ergebnis in
Abb. 40 zu sehen ist.
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(-)-a-Gurjunen
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Abb. 40 Radio-GC Analyse von Macroassay-Produkten der DEAE-Fraktion (6T-2,3-GB:
116°C fur 14 min mit 18C/min - 17C¢°C).

Das Verhaltnis von (-i-Gurjunen/(-)-Germacren [#,E)Farnesol ist nach dem
DEAE-Reinigungsschritt identisch mit dem des Rohextraktes, allein die (+)-Germacren-
D-Synthase-Aktivitat ist geringer als im Enzymrohextrakt. Zun&chst erscheint dieses Er-
gebnis gegen den Reinigungsschritt zu sprechen. Dabei ist allerdings zu bedenken, dalf3
der DEAE-Extrakt wesentlich stabiler ist als der Rohextrakt, da durch die Chromatogra-
phie kontaminierende Proteasen entfernt wurden. Er konnte ohne nennenswerten Aktivi-
tatsverlust Gber Monate bei &0 gelagert werden. Im Hinblick auf die weiteren Reini-
gungsschritte ist dies aul3erst bedeutsam, da durch diesen Schritt ein ,Vorrat* des En-
zymextraktes angelegt werden konnte. Folgende Reinigungsschritte konnten direkt mit
der DEAE-Fraktion durchgefuhrt werden, ohne jedesmal einen neuen Enzymrohextrakt
erstellen zu missen. Hinzu kommt, daf3 nicht nur stdrende Proteasen durch diesen Schritt
entfernt wurden, sondern auch eine Vielzahl anderer Proteine. Da FDP kein Substrat fur
diese Proteine ist, macht sich ihre Abwesenheit im Macroassay nicht sichtbar, trotzdem ist
diese Tatsache essentiell fiir weitere Reinigungsschritte, die mit der FPLC-Technik (Fast-
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Protein-Liquid-Chromatography) arbeiten. FPLC ermdglicht zwar sehr hohe Trennlei-
stungen, hat aber nur eine geringe Kapazitat, sie kann somit nur fur teilweise aufgerei-
nigte Extrakte verwendet werdéh

Auf das Problem des Aktivitatsverlustes von (+)-Germacren D Synthase wird geson-
dert in Kapitel 4.3.3, Seite 53 eingegangen.

Fur eine weitere Aufreinigung der DEAE-Fraktion wurden verschiedene Reinigungs-
techniken ausprobiéft. Im folgendem wird nur auf die Schritte eingegangen, die letzt-
lich erfolgreich waren

Mit Hilfe eines Test-Kits $igmag wurden im kleinen Maflistab verschiedene Dye-
Liganden-Chromatographie-Phasen geté&eiel war es, eine Phase zu finden, die die
gesuchten Synthasen zunachst bindet und beim Spullen mit einem KCI-Puffer diese wie-
der eluiert. Nur zwei Phasen erfillten die gesetzten Bedingungen: Reactive Red 120 und
Red A. Im gréReren Mal3stab bewahrte sich die Reactive Red 120-Phase etwas besser al
die Red A-Phase, somit fiel die Wahl auf diese Phase. Die DEAE-Fraktion wurde auf die
Saule gegeben und mit 1.5 M KCI eluiert. Das Eluat wurde fraktioniert gesammelt und
jede Fraktion per Microassay auf Aktivitat untersucht. Es wurde nur ein Aktivitatspeak
detektiert, die zugehdrigen aktiven Fraktionen wurden in KCl-freiem Puffer enBalzt (
RadEntsalzungssaule). Ein Macroassay der Red 120-Fraktion zeigte folgendes Ergebnis
(Abb. 41):
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Abb. 41 Radio-GC Analyse von Macroassay-Produkten der Red 120-Fraktion (6 T-233-Me-
CD; 116C fur 14 min mit 18C/min — 17C¢°C).

" Zuséatzlich wurde noch die Anwendung von Hydroxylapatit-Chromatographie und Hydrophobe-Interaktions-
Chromatographie (mit einer Phenylsepharose-Phase) ausprobiert. Erstere lieferte schlechtere Ergebnisse als der oben
beschriebene Reinigungsweg, wéhrend die HIC-Technik die gesuchten Enzyme vollstdndig denaturierte und somit
ungeeignet war. Daher wird auf diese Technik auch im Experimentellen Teil nicht weiter eingegangen.
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Der Reinigungsschritt liefert eine deutliche Reduzierung der Phosphohydrolasenakii-
vitat (geringere Farnesol-Produktion) und eine fast komplette Abtrennung der
(-)-a-Gurjunen-Synthase. Zudem zeigte sich, dal3 viele andere Proteine durch diesen
Schritt entfernt wurden (siehe Tab. 2, Seite 52). Negativ ist allerdings ein erneuter Verlust
an (+)-Germacren-D-Synthase-Aktivitdt. Im Zusammenhang mit anderen Ergebnissen
(siehe Kapitel 4.3.3, Seite 53) deutet dies darauf hin, dal3 es sich bei (+)-Germacren-D-
Synthase um eine extrem labile Synthase handelt, die leicht denaturiert. Somit ist ein Ak-
tivitdtsverlust unvermeidlich. Da aber auch in der Red 120 Fraktion noch genigend
(+)-Germacren-D-Synthase-Aktivitat fir weitere Reinigungsschritte vorhanden war, wur-
de ein gewisser Aktivitatsverlust durch den Red 120-Reinigungsschritt akzeptiert.

Letzter Schritt der Germacren-D-Synthasen-Isolierung war eine FPLC-
Chromatographie mit MonoQ-Phase (starker Anionenaustauscher). Die hohe Trennlei-
stung der FPLC ermdoglichte es, (+)- von (-)-Germacren-D-Synthase zu isolieren. Zur
Durchflihrung wurde die Red 120-Fraktion auf eine MonoQ-Saule gegeben und gebunde-
ne Enzyme mittels eines mehrstufigen KCI-Gradienten fiflerDas Eluat wurde frak-
tioniert gesammelt und auf Aktivitat untersucht (Microassays in Abb. 42).

MonoQ-Microassays

400
350
300+
250 +
200+

150 +

Aktivitat [dpm]

100 +

50 +

Fraktion

Abb. 42 Auswertung der MonoQ-Microassays.

Dabei deuteten sich drei Aktivitatspeaks an. Fraktionen, die den drei Peaks zugeordnet
waren, wurden jeweils separat in Macroassays untersucht. Ergebnis war, dal3 es sich bei
dem ersten und dem letzten Aktivitdtspeak um (+)- bzw. (-)-Germacren-D-Synthase han-
delte (der mittlere Peak wurde durch Reste vom{gurjunen-Synthase-Aktivitat her-

" Interessanterweise konnte die Sesquiterpen-Synthasen-Aktivitat durch Zugabe des Detergenz Tween 20 zu den
Chromatographie-Puffern deutlich erhéht werden.
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vorgerufen). Abb. 43 veranschaulicht die Verteilung der Synthasen Uber die aktiven
Fraktionen nach MonoQ.

MonoQ Macroassays

\

\

2 ) ) Famesol

200° (-)-Germacren D

Aktivitat [dpm]

(-)-a-Gurjunen

| (+)-Germacren D
C

f
Fraktion g9
Abb. 43 Auswertung der Aktivitditen von MonoQ Macroassays.

Die relativ hohe Aktivitat in den Fraktionen d und e rihrt also nicht allein von Resten
der (-)-a-Gurjunen-Synthase-Aktivitat, sondern wird tberwiegend durch Tailing der an-
deren Aktivitaten hervorgerufen.

Abb. 44 vergleicht die Radio-Gaschromatogramme der Assays von Fraktion a-c (ge-
poolt, von nun an MonoQ Fraktion | genannt) mit den Assays von Fraktion f-g (gepoolt,
von nun an MonoQ Fraktion Il genannt). Es wurde bewiesen, dald Fraktion | ausschliel3-
lich (+)-Germacren-D-Synthase beinhaltet, wahrend Fraktion Il (-)-Germacren-D-

Synthase in reiner Form enthélt. Die Identifizierung der Komponenten erfolgte durch
Koinjektionen mit unmarkierten Germacren D-Standards.



50 Spezieller Teil

mV
)

~----(+)-Germacren D

- (+)-Germacren D

~---- (-)-Germacren D g E RN (-)-Germacren D

cps

cps

5 10 15 20 25

min

Abb. 44 Radio-GC-Analyse von Macroassay-Produkten der MonoQ Fraktionen | und Il (6T-
2,3-Me3-CD; 116C fur 14 min mit 18C/min - 170°C). A: FID Signal der
Germacren D-Standards. B: Radiosignal des Assay-Produktes von Fraktion 1.
C: Radiosignal des Assay-Produktes von Fraktion II.
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Damit war erstmals bewiesen, da@f3canadensigwei enantioselektive Synthasen ent-
halt, die fur die Biosynthese von (+)- und (-)-Germacren D verantwortlich sind:

* (+)-Germacren D Synthase, die enatioselektiv (+)-Germacren D synthetisiert und
* (-)-Germacren D Synthase, die enantiomerenreines (-)-Germacren D synthetisiert.

Es wurde somit zum ersten Mal gezeigt, dal3 eine Pflanze zwei verschiedene Enzyme
besitzt, die die Biosynthese von Sesquiterpen-Enantiomeren katal§SieFsm ahnliches
Phanomen wurde 1982 fiir Monoterpen-Synthasen postifieEEs wurde vermutet, daR
in der PflanzeSalvia officinalis(Salbei) eine (+)- und eine (eHPinen-Synthase vorhan-
den ist, da beide Substanzen zu den Hauptkomponenten des &therischen Ols von Salbe
zahlen. Genauere Analysen zeigten allerdings 1984, daf? in der Tat zwei verschiedene
Synthasen vorhanden sind, beide Synthasen sind aber ,Multi-Produkt-Synthasen®, die
neben (+)- und (--Pinen auch eine Reihe anderer Monoterpene syntheti$?@rd¢on-
sequenterweise wurden die beiden Synthasen dann auch Pinen-Synthase | und Il genannt
da beide keine enantiomerenreinen Verbindungen synthetisieren. Mittlerweile wurde auch
ein Cyclisierungsmechanismus fur Pinen-Synthase | und Il entworfen, der durch Inhibi-
torstudien gestitzt wiff®.

Um einen Eindruck Uber die Gute der durchgefuhrten Reinigungsschritte zu erhalten,
wurde eine Reinigungstabelle erstellt. Zu diesem Zweck wurde mittels Microassays von
jedem Enzymextrakt die Sesquiterpen-Synthasen-Gesamtaktivitdt bestimmt. Aul3erdem
wurde fur jeden Extrakt der Proteingehalt gemessen. Fur den Enzymrohextrakt, die
DEAE-Fraktion und die Red 120-Fraktion wurde der Proteingehalt mit Hilfe des Coo-
massie Plus Protein-AssayRi€rce bestimmt. Da die MonoQ-Fraktionen zusatzlich noch
Tween 20 enthielten, wurden sie zunachst in einen 50 mM){88.-Puffer entsalzt und
ihr Proteingehalt anschlielend mittels Micro-BCA-Protein-As®agrte bestimmt. Bei
Kenntnis von Proteingehalt und Gesamtaktivitat kann ein sog. Reinigung$faldor
rechnet werden (Tab. 2). Beide Synthasen wurden um den Faktor 123 aufgereinigt.
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Gesamt-  Gesamt- Spezifische

Protein aktivitat Aktivitat Ausbeute Reinigungs-
Reinigungsschritt  [mg] [nmol h] [nmol h* mg"] [%0] faktor
Enzymrohextrakt 63.2 834.1 13.20 100 1.0
DEAE-Eluat 7.1 714.9 100.7 86 7.63
Dye Red 120 1.5 226.9 151.3 27 115
MonoQ
(+)-Germacren-D- 0.04 64.7 1618 7.8 123
Synthase
(-)-Germacren-D- 0.06 97.3 1622 12 123
Synthase

Tab. 2 Reinigungstabelle fur (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase.

Abb. 45 zeigt nochmals in Form eines Flul3schemas die Reinigungsschritte, die zur
Isolierung von (+)- und (-)-Germacren D Synthase fuhrten.

Abb. 45 FluRschema der

(+)- und (-)-Germacren-D-
Extraktion ung Synthase Isolierung.
Zentrifugatio

Nachdem nun bewie-

Enzymrohextrakl sen war, daR zwei ver-

DEAE. schiedene Synthasen fur
‘ die Biosynthese von (+)-
_ und (-)-Germacren D in
DEAE-Fraktlonl .
S. canadensisverant-
{Red 120-Chromatograp]1ie wortlich sind, blieb die

Frage, warum wéhrend

Red 120-FraktioE| der Enzymreinigung re-

lativ viel Aktivitat der

/&%N (+)-Germacren D-
MonoQ Fraktion | MonoQ Fraktion I Synthase verloren geht.
;I ;I Daher wurde nach einem
ﬁ ﬁ alternativen Reinigungs-

weg fur (+)GamacrenD-
[(+)-Germacren-D-Synthase] [ (-)-Germacren-D-Synthase] Synthase gesucht (siehe

Kapitel 4.3.3).
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4.3.3 Ein alternativer Weg zur Isolierung von (+)-Germacren-D-Synthase

Eine genauere Betrachtung des zuvor vorgestellten Reinigungsweges zeigt, dafd ein
Grof3teil der (+)-Germacren-D-Synthase-Aktivitat bereits nach dem DEAE-Reinigungs-
schritt verloren geht. Davon ausgehend wurde die Annahme gemacht, dal3 die Synthase
nur eine geringe Affinitdt zu dem Anionenaustauscher hat und somit nur schwach gebun-
den wird. Dieser Theorie zufolge miuf3te schon beim Auftragen des Rohextraktes auf die
DEAE Saule ein GroRteil der (+)-Germacren-D-Synthase durchlaufsm der sog.
Durchlauf ein Volumen von ca. 100 ml besitzt, wird er routinemaf3ig nicht in Microassays
getestet, da etwaige Synthase-Aktivitat zu verdinnt ist, um detektiert werden zu kdnnen.
In einem alternativen ,Batch®-Verfahren der DEAE-Chromatographie wurde deshalb der
Enzym-Rohextrakt direkt mit DEAE-Cellulose vermischt (ohne Verwendung einer Sau-
le!). Ziel war es, moglichst viele Proteine aul3er der (+)-Germacren-D-Synthase an die
Cellulose zu binden, um anschlieBend den Uberstand zur Isolierung der Synthase zu ver-
wenden.

Da der Uberstand immer noch ein Volumen von 45 ml besal, muRte zunachst ein
Schritt zur Aufkonzentrierung des Uberstandes durchgefiihrt werden. Dazu wurde der
Uberstand mit Ammoniumsulfat (AMS) versetzt, bis eine 80%ige Sattigung der Losung
entstanfd®. Auf diesem Wege wurden samtliche Proteine, die sich im Uberstand befan-
den, ausgefallt. Die Suspension wurde zentrifugiert und das Protein-Pellet anschlieRend in
6 ml Puffer resuspendiert und entsalzt um AMS-Reste zu entfernen. Der erhaltene Extrakt
(im folgendem AMS-Prazipitat genannt) konnte dann per Macroassay analysiert werden.
Wie Abb. 46A zeigt, war kaum Synthase-Aktivitat zu beobachten, stattdessen wurde nur
eine hohe Phosphohydrolasen Aktivitat gemessen.

Das Hauptproblem lag somit in der hohen Phosphohydrolasen-Aktivitdt. Um diese zu
reduzieren, wurden den Assays Phosphohydrolaseninhibitoren zugésatgtbesonders
geeignet erwies sich eine Konzentration von 6 mMa. Abb. 46B zeigt die Macroas-
say-Produkte des AMS-Préazipitats unter Zugabe von 6 miW®Ola Es wird deutlich,
dal3 tatséchlich ein Teil der (+)-Germacren-D-Synthase nicht an DEAE gebunden wird.
Fernerhin wird auch wieder etwas (-)-Germacren-D- undu{Gurjunen-Synthase-
Aktivitat detektiert. Somit ware der Verbleib der (+)-Germacren-D-Synthase nach dem
DEAE-Reinigungsschritt geklart. Es stellte sich nun die Frage, ob eine weitere Aufreini-
gung des AMS-Prazipitats zu einem héheren Reinigungsfaktor fuhren wirde, als auf dem
in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Weg.

" Da es Ziel ist, moglichst viele Verunreinigungen aus dem Enzymextrakt zu entfernen, wird nach Auftragung des
Rohextraktes die DEAE-Sé&ule nochmals mit rund 100 ml Puffer gespilt bevor die Elution per KCI-Gradient beginnt.
Diese Verfahren dient zum Entfernen nicht gebundener Proteine. Gewdhnlich wird davon ausgegangen, daf3 Syntha-
sen an die DEAE-Phase binden.
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Abb. 46 Radio-GC-Analyse von Macroassay-Produkten der AMS-Prazipitate (6 T-23-Me-
CD; 116C fur 14 min mit 18C/min - 170°C). A: Radiosignal des Assay-Produktes
ohne Inhibitor. B: Radiosignal des Assay-Produktes mit 6 mMW®aals Phosphohy-
drolasen-Inhibitor.

Zur Klarung dieser Frage wurde das AMS-Prazipitat zunachst tber Red 120-
Chromatographie und abschliel3end tber FPLC-Chromatographie mit MonoQ gereinigt.
Abb. 47 zeigt, dal3 auch auf diesem Wege reine (+)-Germacren-D-Synthase isoliert wer-

den kann.
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Abb. 47 Radio-GC-Analyse von Macroassay-Produkte der (+)-Germacren-D-Synthase Reini-
gungsschritte (6T-2,3-MB-CD; 116C fur 14 min mit 18C/min - 17C¢°C). A: Radio-

signal des Assay-Produktes nach Red 120-Chromatographie mit 8 gM®@ Nals
Phosphohydrolasen-Inhibitor. B: Radiosignal des Assay-Produktes nach MonoQ-
Chromatographie (ohne Inhibitor).

Die Anfertigung einer Reinigungstabelle zeigte allerdings, dal3 die auf diesem Wege
gewonnene (+)-Germacren-D-Synthase nur einen Reinigungsfaktor von 22 besitzt (Tab.

3).
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Gesamt- Gesamt- Spezifische
Protein aktivitat Aktivitat Ausbeute Reinigungs-
Reinigungsschritt ~ [mg] [nmol h"]  [nmol h* mg?] [%0] faktor
Enzymrohextrakt 63.2 834.1 13.20 100 1.0
AMS-Féllung des 12.1 112.0 9.26 134 0.70
DEAE-Uberstandes
Dye Red 120 0.60 112.0 186.7 13.4 14.14
MonoQ 0.12 35.1 292.5 4.2 22.16

Tab. 3 Reinigungstabelle fur die alternative (+)-Germacren-D-Synthase Isolierung.

Zentrifugatio
Enzymrohextrakl
DEAE-
Chromatographie
Uberstand der DEAE-SéuIla

[AMS-Prazipitatioﬁu

y

AMS-PrézipitatI

Abb. 48 FluRschema der alternativen (+)-Germacren-
D-Synthase Isolierung.

Der niedrige Reinigungsfaktor ist durchaus ver-
standlich in Anbetracht der Tatsache, dal3 der
Uberstand bzw. Durchlauf des DEAE-
Reinigungsschrittes verwendet wurde. Da viele
Proteine nicht an DEAE gebunden werden, wurde
nun mit dem AMS-Prazipitat ein Extrakt erstellt,
der neben der gesuchten Synthase auch zahlreiche
andere Proteine enthielt. Dazu z&ahlen auch die
unspezifischen Phosphohydrolasen, deren stéren-
der Einfluf3 auf die Assays nur durch Verwendung
von Inhibitoren gemindert werden konnte. Der
Extrakt ist mit Proteinen kontaminert, die weder

\[RedlZO'Chromatograp}iedurch Dye-Liganden-Chromatographie, noch

Red 120-Fraktio]
MonoQ
MonoQ-FraktionI

(+)-Germacren-D-Synthasel

durch FPLC-Chromatographie an einer MonoQ-

Phase vollstdndig entfernt werden kénnen. Bei
dem in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Weg wurden
diese storenden Proteine bereits durch den DEAE-
Schritt entfernt. Der alternative Weg dient somit

nur dem Nachweis, dal3 (+)-Germacren-D-

Synthase nicht irreversibel verloren geht.

Ein weiteres wichtiges Resultat ist in diesem
Zusammenhang, dal3 die (+)-Germacren-D-
Synthasen, die auf zwei verschiedenen Wegen
isoliert wurden auch identisch miteinander sind.
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Bewiesen wurde dies durch die Tatsache, dal3 bei beiden Wegen MonoQ der letzte Reini-
gungsschritt war und die Synthasen exakt bei derselben KCI-Konzentration eluiert wur-
den. Dies bedeutet, dal3 ihre isoelektrischen Punkte identisch sind (siehe Trennprinzip von
MonoQ, Kapitel 3.3, Seite 31); dies ist nur der Fall bei identischen Proteinen.

Verstandlicherweise wurden fir die in Kapitel 4.4 beschriebenen Charakterisierungs-
experimente der Synthasen die effektiver aufgereinigte (+)-Germacren-D-Synthase aus
dem ersten Isolierungsweg verwendet.

Abb. 48 zeigt zusammenfassend ein FluRschema der alternativen (+)-Germacren-D-
Synthase-Aufreinigung.

4.3.4 Isolierung von (-)-a-Gurjunen-Synthase

Die Isolierung der (+)- und (-)-Germacren-D-Synthasen hatte bereits gezeigt, dal3 sich
im Enzymrohextrakt und auch im KCI-Eluat des DEAE-Reinigungsschrittes eine hohe
(-)-a-Gurjunen-Synthase-Aktivitat nachweisen la3t. Somit wurde als Startmaterial fur
eine Isolierung dem-Gurjunen-Syntha$@” erneut die DEAE-Fraktion gewahit

Neben (-)a-Gurjunen wird sowohl vom Rohextrakt als auch von der DEAE-Fraktion
(+)-y-Gurjunei®® produziert (Abb. 49). Das Mengenverhaltnis der Substanzen liegt je-
weils bei 91% (-)a-Gurjunen und 9% (+y-Gurjunen.

Abb. 49 Struktur von (+)y-Gurjunen.

I
n

Die Konfiguration beider Verbindungen wurde jeweils durch
Koinjektionen mit racemischen Standards an einer chiralen
6T-2,3-Mef-CD-Phase ermittelt. Nachdem die Stereochemie
aufgeklart war, wurde fur weitere Radio-GC-Analysen eine
achirale fused-silica Kapillarsaule benutzt.
Abb. 50 zeigt die Analyse der Assay Produkte (Radio-GC) eines neu erstellten Enzym-
rohextraktes und einer neuen DEAE-Fraktion.

" Im Folgendem wird erneut auf eine Reihe von Techniken eingegangen, die bereits in Kapitel 4.3.2 (Seite 44) de-
tailliert beschrieben wurden (DEAE-, Dye-Liganden-, MonoQ-Chromatographie, Proteinkonzentrationsbestimmun-
gen, Micro- und Macroassays, Reinigungstabellen etc.), eine genauere Beschreibung dieser Techniken entféllt somit
in diesem Kapitel.
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Abb. 50 Radio-GC Analyse der Macroassay-Produkte des Enzymrohextraktes und der DEAE-
Fraktion (EconoCap EC-WAX-Kapillarsaule; fur 1 min mit 3C/min - 21C¢°C).
A: FID-Signal der Gurjunen-Standards. B: Radiosignal der Assay-Produkte vom En-
zymrohextrakt. C: Radiosignal der Assay-Produkte der DEAE-Fraktion.

Zunachst schien die Produktion von {#{surjunen auf das Vorhandensein einer
(+)-y-Gurjunen-Synthase hinzudeuten. Wie sich im weiteren Verlauf der&G)fjunen-
Synthasen-Isolierung allerdings herausstellte, wurde die Bildungiv@aorjunen stets
auch von der Produktion vopGurjunen begleitet. Dies legte die Vermutung nahe, dal3 es
sich bei der (-a-Gurjunen-Synthase um eine Multi-Produkt-Synthase handelt, deren Ne-
benprodukt (+)-Gurjunen ist (zur Theorie einer Multi-Produkt-Synthase siehe Kapitel
3.2.3, Seite 26). Zum Beweis dieser Hypothese wurden zahlreiche unterschiedliche Reini-
gungsmethoden zur Isolierung der ¢QGurjunen-Synthase eingesetzt. Ziel war es, zu
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demonstrieren, dal’ das Verhaltnis darGurjunen-Produktion nach jedem Reinigungs-
schritt konstant bleibt. Dies wére ein eindeutiger Beweis, dal3 es sich tats&chlich um nur
eine einzige Synthase handelt. Im restlichen Teil dieses Kapitels wird auf die unter-
schiedlichen Reinigungstechniken eingegangen, die angewandt wurden. Ein weiterer Be-
weis, dald es sich um eine Multi-Produkt-Synthase handelt, wird in Kapitel 4.4.1.1 (Seite
66) mit Hilfe der Gelelektrophorese erbracht.

Da aus der Germacren-D-Synthasen-Isolierung bereits bekannt war, dal3 durch einen
Red 120-Chromatographie-Schritt die Germacren-Synthasen voru-Garrjunen-
Synthase abgetrennt werden kénnen, war die logische Schluf3folgerung, den Verbleib der
Gurjunen-Synthase nach dem Red 120-Schritt zu untersuchen. Die Elution der Red 120-
Phase mit Puffern unterschiedlicher KCI-Konzentration lieferte jeweils keine
o-Gurjunen-Synthase-Aktitat. Im Durchlauf der S&aule wurde allerdings Gurjunen-
Synthase-Aktivitat detektiert (Abb. 51).
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Abb. 51 Radio-GC-Analyse der Macroassay-Produkte des Red 120-Durchlaufes (EconoCap
EC-WAX-Kapillarsaule; 70C fur 1 min mit 3C/min - 210°C). Aufgrund der gerin-
gen Aktivitat konnte die Menge des synthetisierteny¢®&urjunen nur durch elektroni-
sche Subtraktion des Hintergrundrauschens ermittelt werden (hier nicht abgebildet).

Wie schon die Radio-GC Analyse des Red 120-Durchlaufes zeigt, wurde nur eine sehr
geringe Gurjunen-Aktivitat gemessen. Allerdings konnte auch nach diesem Reinigungs-
schritt ein konstantes Verhaltnis von 91%-5urjunen und 9% (+y-Gurjunen detek-
tiert werden. Somit war dieser Reinigungsschritt ein weiterer Beweis fur Multi-Produkt-
Synthase-Eigenschaften derGurjunen-Synthase. Da sich der Reinigungsschritt aller-
dings stark negativ auf die Synthase-Aktivitat ausubt, war er fir eine effektive Reinigung
des Enzyms ungeeignet. Das Austesten verschiedener anderer Dye-Liganden-Phaser
brachte ebenfalls nur negative Ergebnisse.
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Im Gegensatz zur Dye-Liganden-Chromatographie erwies sich die Hydroxylapatit-
Chromatographie als wesentlich geeigneter. Nachster Reinigungsschritt war somit die
Auftragung der DEAE-Fraktion auf eine Hydroxylapatit Sdule. Dieser Chromatographie-
Schritt wurde per FPLC durchgefiihrt. Synthase-Aktivitat wurde mittels eines Phosphat-
Gradienten eluiert. In Microassays zeigten sich zwei verschiedene aktive Fraktionen
(Abb. 52).

Microassays nach Hydroxylapatite Chromatographie
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Abb. 52 Auswertung der Hydroxylapatit-Microassays.

Wahrend es sich bei Fraktion Il um eine Mischung von (+)- und (-)-Germacren-D-
Synthase handelt (Identifizierung mittels Macroassay), wurde in Fraktion | per Macroas-
say (+)a-Gurjunen-Synthase-Aktivitdt nachgewiesen (Abb. 53A). Es zeigte sich — wie
bei allen vorhergegangenen Reinigungsschritten auch — dafGuqunen und
(+)-y-Gurjunen von der Hydroxylapatit-Fraktion in einem Verhéaltnis 91:9 produziert
wurden. Daher wurde auch diese Fraktion einer weiteren Reinigung unterzogen. Die
Fraktion wurde auf eine MonoQ-Séaule geladen (FPLC-System, Tween 20 in den Chro-
matographie-Puffern zur Aktivitatssteigerung) und Synthase-Aktivitat per mehrstufigen
KCI-Gradienten eluiert. Microassays zeigten nur einen Aktivitdtspeak. Die entsprechen-
den Fraktionen wurden gepoolt und ihre Assay-Produkte per Radio-GC analysiert (Abb.
53B).
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Die Analyse der Assay-Produkte zeigt nach beiden Reinigungsschritten dieselbe Pro-
duktverteilung: 91% (-px-Gurjunen und 9% (+y-Gurjunen. Es wurden keine weiteren

Produkte detektiert.
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Abb. 53 Radio-GC-Analyse der Macroassay-Produkte dea{Qurjunen-Synthase (EconoCap
EC-WAX-Kapillarsaule; 70C fur 1 min mit 3C/min - 21¢C). A: Radiosignal der
Assay-Produkte der Hydroxylapatit-Fraktion. B: Radiosignal der Assay-Produkte der

MonoQ-Fraktion.

Um endgtiltig den Nachweis filhren zu kdénnen, dal} es sich bex-Gerjunen-
Synthase um eine Multi-Produkt-Synthase handelt, wurde ein letzter Reinigungsschritt
durchgefuhrt. Die MonoQ-Fraktion wurde zunachst mittels Ultrafiltration auf ein Volu-
men von ca. 30QlL eingeengt und in dieser konzentrierten Form per Gelfiltration an ei-
nem FPLC-System aufgereinigt. Erwartungsgemalfl wurde nach der Gelfiltration per
Microassay nur eine aktive Fraktion detektiert, die Aktivitat wurde im Macroassay als
a-Gurjunen-Synthase-Aktivitat identifiziert (Abb. 54).
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Abb. 54 Radio-GC-Analyse der Macroassay-Produkte der Gelfiltrations-Fraktion (EconoCap
EC-WAX-Kapillarsaule; 70C fur 1 min mit 3C/min - 210°C). Aufgrund der gerin-
gen Aktivitat konnte die Menge des synthetisierteny¢®&urjunen nur durch elektroni-
sche Subtraktion des Hintergrundrauschens ermittelt werden (siehe auch Abb. 51, Seite
59).

Wie schon bei dem Red 120-Schritt, war die Aktivitat nach der Gelfiltration auf3erst
gering, die Gelfiltration konnte damit nicht als effektiver Reinigungsschritt gelten. Aller-
dings zeigte die Produktverteilung im Assay-Extrakt erneut die Bildung von 9%
(+)-y-Gurjunen neben dem Hauptprodukt (fsurjunen. Der Schritt ist somit ein weite-
rer Beweis fur das Vorhandensein einer Multi-Produkt-Synthase.

Die Erstellung einer Reinigungstabelle (siehe auch Tab. 2, Seite 52) fiur die ausgefuhr-
ten Reinigungsschritte ergab einen Reinigungsfaktor von 741 (Tab. 4).

Gesamt- Gesamt- Spezifische
Protein aktivitat Aktivitat Ausbeute Reinigungs-
Reinigungsschritt [mg] [nmol h"]  [nmol h* mg"] [%0] faktor

Enzymrohextrakt 534 216.0 4.04 100 1.0
DEAE-Fraktion 8.3 184.3 22.2 85 5.49
Hydroxylapatit 0.73 168.1 230.3 78 57
MonoQ 0.05 149.7 2994 69 741
Gelfiltration zu niedrig 45.90 - 21.3 -

Tab. 4 Reinigungstabelle fir die (§-Gurjunen-Synthase-Isolierung.
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Tab. 4 zeigt, dal3 nach der Gelfiltration eine Proteinkonzentration erreicht wurde, die
weder per Coomassie-Plus- noch per Micro-BCA-Protein-Assay ermittelt werden konnte.
Somit muf3te die Berechnung eines Reinigungsfaktors nach diesem Schritt entfallen. Es ist
allerdings davon auszugehen, dal3 durch die Gelfiltration keine weitere Erh6hung des
Reinigungsfaktors gelungen ist, da parallel zum Absinken der Proteinkonzentration auch
die Enzymaktivitat stark abnahmDieser Schritt dient somit nur dem Beweis, daR
a-Gurjunen-Synthase eine Multi-Produkt-Synthase ist. Analoges gilt fur den Red 120-
Reinigungsschritt, der nicht mit in die Reinigungstabelle aufgenommen wurde.

Abb. 55 veranschaulicht in einem Flul3schema die durchgeflhrten Reinigungsschritte
zur Isolierung deo-Gurjunen-Synthase.

Abb. 55 FluRschema der-Gurjunen-
Synthase-Isolierung.
(5=
In Anbetracht der Vielzahl von
EnZymrohextrak! Isolierungsschritten kann folgende
SEAE. Schluf3folgerung getroffen werden:
\ bei der (-)a-Gurjunen-Synthase

_ handelt es sich um eine Multi-
| DEAE-Fraktion] Produkt-Synthase, deren Nebenpro-

(Red 120-ChroW ‘e dukt (+)v—§urjur1en ist. Da.s. Vor-
handensein einer spezifischen
Red 120-Fraktio:| Hydroxylapatit-Fraktiod (+)-Y-Gurjunen-§ynthase st aUSZl.J-
schlie3en, da diese dann exakt die-
ﬁ \ selben Eigenschaften wie die
onoQ

(-)-a-Gurjunen-Synthasebesitzen

[(-)-a-Gurjunen-Synthase] MonoQ-Fraktionl .muBt.e. Be'(_je Synthasen mufisten
identische isoelektrische Punkte

besitzen {zweifache Verwendung
Y von Anionenaustauschern (DEAE

Gelfiltrations-Fraktiod und MonoQ) zeigt keine Tren-
nung}, sie mifldten identische mola-

ﬁ re Massen haben (Gelfiltration) und
identische Wechselwirkungen mit

[ ()-a-Gurjunen-Synthase ) Dye-Liganden-Phasen und der Hy-

" Es ist zu bedenken, daR fiir die Durchfiihrung der Gelfiltration als Startmaterial nur die DEAE-Fraktion in Frage
kam. Diese wurde dann innerhalb eines Tages per Hydroxylapatit- und MonoQ-Chromatographie aufgereinigt und
anschlieRend per Ultrazentrifugation eingeengt bevor die eigentliche Gelfiltration begann. Somit befand sich die
gesuchte Synthase rund 8h bei einer Temperatur ¥@©nDies ist die Ursache fir den unvermeidlichen Aktivitats-
verlust.
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droxylapatit-Phase eingehen. Diese Annahmen sind so unwahrscheinlich, dafd es sich um
eine einzige Synthase handeln muf3. Auch der fir Sesquiterpen-Synthasen auf3erst hohe
Reinigungsfaktor von 741 spricht fir das Vorhandensein nur einer Synthase.

Ein letzter Beweis fur die genannten Vermutungen wird durch die elektrophoretische
Analyse der Synthase in Kapitel 4.4.1.1 (Seite 66) gegeben. In Kapitel 4.6.4 (Seite 107)
wird aul3erdem auf den Cyclisierungsmechanismus der Synthase eingegangen, der eben:
falls auf eine Multi-Produkt-Synthase hinweist.

Es sei an dieser Stelle erwahnt, daR natiirlich auch Uberlegungen angestellt wurden, ob

(+)-y-Gurjunen eventuell unter Assay-Bedingungen durch sdurekatalysierte Umlagerung
aus (-)a-Gurjunef® hervorgeht (Abb. 56).

e
i

Umlagerung
® Cen,
H
H
(-)-a-Gurjunen (+)y-Gurjunen

Abb. 56 Hypothetische saurekatalysierte Umlagerung voa{Qurjunen zu (+)+Gurjunen.

Um dies ausschlie3en zu kdnnen, wurden Macroassays bei verschiedenen pH-Werten
der Puffer durchgefihrt (Tab. 5).

Produktverteilung [%]

pH 6.8 pH 7.0 pH 7.2
(-)-a-Gurjunen 91 91 91
(+)-y-Gurjunen 9 9 9

Tab. 5 a/y-Gurjunen-Produktverteilung in Macroassays mit verschiedenen pH-Werten.
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Tab. 5 zeigt, dal? ein variierender pH-Wert keinen Einflu auf das Produktverhaltnis
hat. Bei einer saurekatalysierten Umlagerung ware ein Anstieg@erjunen Produktion
bei niedrigeren pH-Werten zu erwarten gewesen. Dies wurde nicht beobachtet.
Weiterhin wurden Macroassays mitGurjunen-Synthase durchgefuhrt, bei denen
wahrend der Inkubation nicht das Substrat FDP, sondern unmarkierte$s(#jpunen
zugefugt wurde. Laut GC-Analyse war diese§surjunen vor der Inkubation zu 99%
rein. Das Assay wurde dann analog den Radio-Assays extrahiert und die Produkte per
GC-MS analysiert. Es wurde nur @-Gurjunen gefunden (99%) und keinerlei
(+)-y-Gurjunen. Dies ist der Beweis, daBGurjunen unter Assay-Bedingungen nicht zu
y-Gurjunen umgelagert wird. Das in Radio-Assays gefundeng-GtYrunen wird somit
von der Multi-Produkt-Synthase (e}-Gurjunen-Synthase enzymatisch produziert.

4.4 Biochemische Charakterisierung der Synthasen

Im folgenden Kapitel sollen die biochemischen Eigenschaften der drei isolierten Ses-
guiterpen-Synthasen analysiert werden. Kapitel 4.4.1 geht auf die Bestimmung der mola-
ren Masse ein, Kapitel 4.4.2 behandelt die Kinetik der Synthasen und Kapitel 4.4.3 wid-
met sich der Bestimmung von pH-Optima.

4.4.1 Bestimmung der molaren Masse

Die molare Masse eines Proteins wird gewoéhnlich in Da (Dalton) angegeben. Ein Dal-
ton ist das Aquivalent von einem zwolftel der Masse etf@sAtoms. D.h. die Einheit
1 Da und 1 g sind aquivalent. Es hat sich allerdings eingeburgert, die Einheit Da anstelle
von g fur Proteine zu verwenden. Zur Bestimmung molarer Massen eignen sich zwei ver-
schiedene Methoden: Gelelektrophorese und Gelfiltration.

Die Gelelektrophore$&” eignet sich fiir die Bestimmung der molaren Masse von de-
naturierten Proteinen. Besonders bewdahrt hat sich die SDS-PAGE (Sodium-
Dodecylsulfate Polyacrylamidegel-Electrophoresis). Da Proteine meist eine ausgepragte
tertiare und quartére Struktur besitzen, ist es sinnvoll fir eine standardisierte Analyse die
Proteine zunachst zu denaturieren. Mit Hilfe des Detergenz SDS (Sodium-
Dodecylsulfate) werden die Proteine beP@5denaturiert und gehen in eine Stabchen-
form Uber. Ca 1.4 mg SDS werden pro mg Protein an das Stabchen gebunden und geber
dem Protein so eine negative Nettoladung. Die Proteine werden dann mittels Gelelektro-
phorese getrennt. Je groRer die Masse eines Proteins ist, desto langer ist es in del
Stabchenform und um so mehr Ladungen tragt es an seiner Aul3enseite. Das Trennprinzip
der Gelelektrophorese beruht somit auf der unterschiedlichen Lange und Ladung von de-
naturierten Proteinen. Zusatzlich zu SDS wird 2-Mercaptoethanol zur Denaturierung der
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Proteine eingesetzt. Dieses Reagenz reduziert Disulfid-Briicken der tertiaren Struktur.
Besteht ein Protein aus mehreren Untereinheiten (quartare Struktur), so werden auch diese
wahrend des Denaturierungsvorgangs gespalten. Die denaturieBD8ePAGE kann

somit nur die molaren Massen von Proteinuntereinheiten bestimmen.

Als zusétzliche Bestimmungsmethode hat sich daher die Gelfiltration etabliert. Hierfur
werden die Proteine nicht denaturiert, sondern mittels einer Gelmatrix in ihrem nativen
Zustand voneinander getrennt. Die so erhaltenen Werte sind im Gegensatz zur SDS-
PAGE allerdings mit zwei potentiellen Fehlern beh&fet

» Durch verschiedene tertidre und quartare Strukturen kdnnen Proteine mit unterschiedli-
cher Masse dennoch gleiche Gro3e und Form haben und so eine gleiche Masse ,vor-
tauschen®.

* Native Proteine kdnnen Wechselwirkungen mit der Gelmatrix eingehen, die zu einer
beschleunigten oder verlangsamten Elution fihren und die Massen-Bestimmung ver-
falschen.

Andererseits besitzt die Gelfiltration den Vorteil, dal3 eluierte Proteine noch aktiv sind
und in Enzymassays ihre Identitat tberprift werden kann. Zudem ist die Gelfiltration in
der Lage, die Gesamtmasse eines Proteins inklusive aller Untereinheiten zu bestimmen.

Fir eine ausreichende Molmassen-Bestimmung mussen Gelelektrophorese und Gelfil-
tration miteinander kombiniert werden. Trotz gewisser Unzulanglichkeiten ist die Gelfil-
tration in der Lage, in guter Naherung die Molmasse zu bestimmen. Liegt diese im Be-
reich des Ergebnisses der Gelelektrophorese, so wird ein Monomer vorliegen, bzw. bei
doppelter Masse ein Dimer usw.

4.4.1.1 Gelektrophorese

Zur Bestimmung der molaren Massen per Gelelektrophorese wurde ein diskontinuierli-
ches SDS-PAGE-System verwendet, das erstmalsaemmli® eingefiihrt wurde. Das
System besteht aus zwei miteinander verbundenen Polyacrylamidgelen. Das obere
~Stacking-Gel” dient der Auftragung der Proben und das untere ,Resolving-Gel* ist fur
die Proteintrennung verantwortlich. Beide Gele unterscheiden sich in Polyacrylamid-
Konzentration, pH-Wert und lonenstarke. Aul3erdem verwenden die Gele unterschiedli-
che mobile lonen. Diese Diskontinuitat dient dazu, grof3e Probenvolumina im ,Stacking-
Gel* zu konzentrieren, um dann im ,Resolving-Gel“ eine hdhere Auflosung zu erzielen.

" Es gibt durchaus auch Gelelektrophorese-Verfahren, die ohne die Denaturierung von Proteinen arbeiten (keine
Verwendung von SDS und 2-Mercaptoethanol). Diese Verfahren dienen i.A. aber nicht der Bestimmung von mola-
ren Massen.
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Das Anfarben der getrennten Proteinbanden erfolgte mit Hilfe von ,Silver-Staining*,
das es ermdglicht auch noch Protein Mengen > 0.5 ng zu detektiéren

Zur Kalibrierung des Systems wurden funf Proteine mit bekannter Molmasse parallel
analysiert. Neben den jeweils aufgereinigten Enzymextrakten wurden auch weniger auf-
gereinigte Fraktionen (aus frihen Reinigungsschritten) und der Enzymrohextrakt analy-
siert, um eine Visualisierung der Proteinreinigung zu ermadglichen.

Abb. 57 zeigt das Gel fur die Molmassen Bestimmung von (+)- und (-)-Germacren-D-
Synthase.

Red 120
MonoQ | DEAE
MonoQ I Rohextrakt
Markerproteine ‘ Markerproteine
| | |

= ” == | <— 20.1 kDa
- - W% | ~— 30.0kDa
c gk
E 5 =
e 3 ,
2 (e @ — 43.0kDa
% - | e 7
- o T

- | | W% | -— 67.0kDa

- == | <— 94.0 kDa

(-)-Germacren-D-Synthaf (+)-Germacren-D-Synthaje

Abb. 57 SDS-PAGE Gel fur (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase-Isolierung (bedingt durch eine
hohe Verdinnung des Rohextraktes vor Auftragung auf das Gel, zeigt die entsprechen-
de Spur eine geringere Intensitat als die Spur der saubereren DEAE-Fraktion).

" Verwendete Proteine: Soybean Trypsin Inhibitor (20.1 kDa); Carbonic Anhydrase (30 kDa); Ovalbumin (45 kDa);
Rinder-Serumalbumin (67 kDa); Phosphorylase b (94 kDa).
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Durch die Verwendung von ,Silver-Staining“ ist das Gel sehr dunkel gefarbt. Per R
Wert von Proteinen ist bei der Gelelektrophorese umgekehrt proportional dem naturlichen
Logarithmus der molaren Masse. Die Auswertung geWierte der Kalibrierungsproteine
erfolgte daher mittels logarithmischer Regression. Es wurde folgende Gleichung fir die
Eichkurve bestimmit:

y [Da] = 3978.9 — 68802.1n x (x = R-Wert)

Fur (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase wurden jeweil$\Rrte von 0.505 gemessen,
daraus errechnet sich eine molare Masse von 51 kDa fir beide Synthasen. Das Gel zeigt
deutlich den abnehmenden Proteingehalt nach jedem Reinigungsschritt. Am Ende bleibt
in den MonoQ-Fraktionen der reinen (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase nur eine Pro-
teinbande Ubrig. Dies entspricht einer Aufreinigung bis zur Homogenitat der beiden
Synthasen.

Abb. 58 zeigt das SDS-PAGE-Gel flr die ¢Surjunen-Synthase.

Hydroxylapatit DEAE

MonoQ Rohextrakt
Markerproteine

.

Markerproteine J

l

== “]~— 20.1 kDa
(@)]
C
=
e
=)
S I —
| Satiimon <— 94.0 kDa

(-)-a-Gurjunen-SynthasI

Abb. 58 SDS-PAGE-Gel fur (-m-Gurjunen-Synthase-Isolierung.
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Die logarithmische Regression ergab folgende Gleichung fur die Eichkurve:
y [Da] = 3506.6 — 64497In x (x = R-Wert)

Fur die (-)a-Gurjunen-Synthase wurde ein-R/ert von 0.415 gemessen, dies ent-
spricht einer molaren Masse von 60 kDa. Das Gel zeigt fernerhin, dal3 die Synthase bis
zur Homogenitat aufgereinigt wurde, da nach dem MonoQ-Reinigungsschritt nur noch
eine Proteinbande sichtbar'isbieses Ergebnis dient als weiterer Beweis fir die Hypo-
these, dal3 (-~Gurjunen-Synthase eine Multi-Produkt-Synthase ist, die gleichzeitig in
geringeren Mengen auch (yJGurjunen synthetisiert. Ware dieGurjunen-Synthase mit
einer ,echten'y-Gurjunen-Synthase verunreinigt, so mif3ten zwei Proteinbanden im SDS-
PAGE-Gel sichtbar sein. Da dies nicht der Fall ist, erscheint es logischer, von einer einzi-
gen Multi-Produkt-Synthase auszugehen (siehe auch Kapitel 4.3.4, Seite 57).

4.4.1.2 Gelfiltration

Die Gelfiltration aller drei Synthasen wurde mit einer Superdex75-Sabkfhacia
an einem FPLC-System durchgefuhrt. Es wurde jeweils die Enzymfraktion nach dem
MonoQ-Reinigungsschritt verwendet.

Zuerst wurde das System mit finf Proteinen bekannter Molmasse kdlild&gs sich
bei den Proteinen um UV-aktive Substanzen handelt, erfolgte die Bestimmung ihres Elu-
tionsvolumens mittels UV-Detektion bei 280 nm. Das Elutionsvolumen verhalt sich um-
gekehrt proportional zum natirlichen Logarithmus der molaren Masse eines Proteins.
Durch logarithmische Regression wurde eine Kalibrierungskurve errechnet. Logarithmi-
sche Auftragung dieser Gleichung ergab eine Gerade (siehe Gerade in Abb. 59). Das Elu-
tionsvolumen der Synthasen konnte nicht per UV-Detektion erfolgen, da die Synthasen
kein UV-aktives Chromophor besitzen. Hier mufite das eluierte Volumen fraktioniert auf-
gefangen und jede Fraktion per Microassay auf Synthase-Aktivitdt untersucht werden.
Die Auftragung der gemessenen Radioaktivitdt gegen das Elutionsvolumen ergab einen
Aktivitatspeak (siehe Peak in Abb. 59). Aus dem Schnittpunkt des Aktivitdtspeaks mit der
Kalibrierungsgerade kann die molare Masse der Synthase ermittelt werden.

Abb. 59 zeigt das Ergebnis fir die (+)-Germacren-D-Synthase. Die molare Masse der
(+)-Germacren-D-Synthase betragt laut Gelfiltration 50 kDa.

" Es ist natiirlich nicht vollkommen auszuschlieRen, daR nicht weitere Proteinbanden mit Mengen < 0.5 ng vertreten
sind, die durch ,Silver-Staining“ nicht zu detektieren sind.

" Verwendete Proteine: Rinder-Serumalbumin (67 kDa); Ovalbumin (45 &B@hymotrysinogen (25 kDa); Ribo-
nuclease A (13.7 kDa); Cytochran{12.4 kDa).
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Abb. 59 Bestimmung der molaren Masse von (+)-Germacren-D-Synthase mittels Gelfiltration.

6

Analog wurde die Bestimmung der molaren Massen von (-)-Germacren-D-Synthase
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(Abb. 60) und (-)a-Gurjunen-Synthase (Abb. 61) durchgefihrt.

Abb. 60 Bestimmung der molaren Masse von (-)-Germacren-D-Synthase mittels Gelfiltration.
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Abb. 61 Bestimmung der molaren Masse vond-fsurjunen-Synthase mittels Gelfiltration.

Fur (-)-Germacren-D-Synthase wurde eine molare Masse von 52 kDa bestimmt und ftr
(-)-a-Gurjunen-Synthase eine Masse von 48 kDa.

Tab. 6 gibt eine Zusammenfassung der Molmassen-Bestimmung aller drei Synthasen
per Gelelektrophorese und Gelfiltration:

Gelelektrophorese [kDa] Gelfiltration [kDa]

(+)-Germacren-D-Synthase 51 50
(-)-Germacren-D-Synthase 51 52
(-)-a-Gurjunen-Synthase 60 48

Tab. 6 Vergleich der Ergebnisse fir die Molmassen-Bestimmung mit Hilfe von Gelelektropho-
rese und Gelfiltration.

Die Resultate fur (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase stimmen bei beiden Bestim-
mungsmethoden gut miteinander tberein. Es handelt sich also in beiden Fallen um mo-
nomere Synthasen. Die Werte fur die -{surjunen-Synthase weichen etwas voneinan-
der ab (48 kDa zu 60 kDa), dies kann durch die eingangs erwé&hnten Unzulanglichkeiten
der Gelfiltration erklart werden (Seite 65). Trotzdem liegen beide Werte nahe genug bei-
einander um zu beweisen, dal3 auchod@urjunen-Synthase ein monomeres Enzym ist.
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4.4.2 Kinetische Studien

Wie bereits in Kapitel 3.2.3 (Seite 28) erlautert, besitzen Sesquiterpen-Synthasen nur
ein Substrat (FDP). Daher konnte bei allen bislang isolierten Synthasen die Michaelis-
Menten-Kinetik inihrer einfachsten Form angewandt werden. Um zu prifen, ob diese
Kinetik auch auf die drei in dieser Dissertation isolierten Synthasen anwendbar ist, wurde
zunéchst ein ,Linearitatsexperiment” durchgeflifiriziel des Experiments ist es, zu pril-
fen, ob die Produktbildung linear von der Zeit abhangig ist. Dies ist eine notwendige Vor-
aussetzung fur die Anwendbarkeit der Michaelis-Menten-Kinetik. In dem Experiment
werden die Synthasen mit ihrem Substrat inkubiert und die Reaktion nach unterschiedli-
chen Zeitintervallen abgebrochen, um die Konzentration der synthetisierten Produkte zu
messen. Ergibt die graphische Auftragung der Ergebnisse eine Gerade, bzw. kann diese
Gerade mittels linearer Regression ermittelt werden, so ist die Produktbildung linear pro-
portional zu der Inkubationszeit.

Kapitel 4.4.2.1 beschreibt die Bestimmung der Linearitat voro+Gurjunen-,
(+)-Germacren-D- und (-)-Germacren-D-Synthase. In Kapitel 4.4.2.2 werden dann K
Werte und V,,-Werte aller drei Synthasen bestimmt.

4.4.2.1 Linearitatsexperimente

Zur Bestimmung der linearen Produktbildung in Abhangigkeit von der Zeit wurden
von (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase die MonoQ-Fraktion und vom-Gi#junen-
Synthase die Hydroxylapatit-Fraktion verwendet. Die Enzymextrakte wurden in Microas-
says mit M FDP (radioaktiv markiert) inkubiert und die Reaktion nach 5, 10, 20, 30,
40, 50 bzw. 60 min abgebrochen. Die Microassays wurden standardgemaf aufgearbeitet
(siehe Seite 41) und die Konzentration der synthetisierten Produkte durch Messung ihrer
Radioaktivitat (in dpm) bestimmt.

Abb. 62 zeigt die graphische Auftragung der Ergebnisse{f@urjunen-Synthase. Zur
Bestimmung der Linearitdt wurde jeweils ein im Verhaltnis 1:5 (,unverdinnter®) und ein
im Verhaltnis 1:10 verdinnter Enzymextrakt (,verdinnt*) verwendet. Der unverdinnte
Extrakt zeigte eine lineare Produktbildung tGber 30 min, der verdinnte Extrakt tber
40 min. Nach dieser Zeitspanne beginnt das Enzym zu denaturieren (Assay-Bedingungen:
30°C), so dal der Abfall an Produktbildung keine kinetische Ursache hat. Eine Linearitat
tber 30 min ist allerdings vollig ausreichend fur die Bestimmung der Michaelis-Menten
Kinetik. Folgende Gleichungen wurden fir die lineare Regression ermittelt:

Unverdunnter Extrakt: y [dpm] = 2489 + 283.56[min]
Verdunnter Extrakt y [dpm] = 1579.9 + 132.09[min]
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Abb. 62 Bestimmung der Linearitat fior-Gurjunen-Synthase. Geraden sind jeweils nur fur den
Zeitraum der Linearitat eingezeichnet.

Fur (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase wurde ebenfalls eine lineare Produktbildung
bewiesen. Abb. 63 zeigt die graphische Auswertung der Linearitatsexperimente.
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Bestimmung der Linearitat fur (+)-Germacren-D-Synthase (A) und (-)-Germacren-D-
Synthase (B). Geraden sind jeweils nur fir den Zeitraum der Linearitat eingezeichnet.
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Die Assays zeigten lineare Produktbildung tber 50 min {(+)-Germacren-D-Synthase}
bzw. 40 min {(-)-Germacren-D-Synthase}. Somit konnte auch fiur diese Synthasen ein
Ku-Wert bestimmt werden. Die lineare Regression der Geraden lieferte folgende Glei-
chungen (Tab. 7):

verdinnt unverdinnt

(+)-Germacren-D-Synthase y =629.8 + 50,042 y =1232.7 + 125,07
(-)-Germacren-D-Synthase y =1579.9 + 13209 y=2489.1 + 283.76x

Tab. 7 Lineare Regression fur die Linearitatsexperimente von (+)- und (-)-Germacren-D-
Synthase; [x] = min; [y] = dpm.

4.4.2.2 Michaelis-Menten Kinetik der Synthasen

Da fir alle drei Synthasen eine lineare Beziehung zwischen Produktbildung und Zeit
bewiesen war, konnten nun die Parameter der Michaelis-Menten-Gleichung fur die
Synthasen bestimmt werden (Theorie der Michaelis-Menten-Kinetik: siehe Kapitel 3.2.3,
Seite 28).

_ Ve LIS
C Ky +[9

Die Gleichung stellt den Zusammenhang zwischen Reaktionsgeschwindigkeit v und
Substratkonzentration S dar. Somit wurden fir alle Synthasen Microassays mit unter-
schiedlicher Substratkonzentration (radioaktiv markiertes FDP) angefertigt, die jeweils
fur 30 min inkubiert wurden (30 min war die Obergrenze, da nach dieser Zeit die Denatu-
rierung der Enzyme begann, siehe Linearitdtsexperimente, Kapitel 4.4.2.1). Die Konzen-
tration synthetisierter Produkte wurde nach Aufarbeitung der Microassays durch Radio-
aktivitdtsmessung bestimmt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist als Konzentration/Zeit
definiert, da alle Inkubationen 30 min dauerten, konnte die Reaktionsgeschwindigkeit in
pmol/h angegeben werden

Graphische Auftragung von v gegen [S] liefert eine hyperbolische Kiffysiehe
Abb. 64 fur (-)a-Gurjunen-Synthase).

" Es wurde mit einem tritiiertem FDP gearbeitet, daR eine Aktivitat vonl@Zdpm/nmol besitzt; d.h. der Umrech-
nungsfaktor von dpm zu pmol betrégt 0.009. Die nach einem Microassay gemessenen dpm-Werte werden also mit
0.009 multipliziert, um die Konzentration der synthetisierten Sesquiterpene in pmol anzugeben. Da die Inkubations-
zeit 30 min betrug, muR der erhaltene Wert mit Faktor 2 multipliziert werden, um die Reaktionsgeschwindigkeit in
pmol/h auszudriicken. Zusammengefal3t gilt: [dpdnd18 = [pmol/h].
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Abb. 64 Bestimmung des fWertes fir (-)a-Gurjunen-Synthase (K= 5.54uM).

Eine computergestitzte Analysger MeRdaten lieferte eine sehr exakte Berechnung
der Michaelis-Menten-Konstantg,Kund V.,

Ky = 5.54uM V max = 28.03 pmol/h

In der &lteren Literatur wird zur Bestimmung vog-Werten haufig ein Lineweaver-
Burk-Diagramm verwendét', das die reziproken Werte von v und [S] gegeneinander
auftragt. Der Nachteil dieser Auswertung ist, dal3 Mel3daten von kleinen Substratkonzen-
trationen Uberbewertet werden, obwohl gerade jene Mel3daten mit den grof3ten Fehlern
behaftet sind. Die Lineweaver-Burk-Gleichung lautet:

Ku 1

L + []—
ViV [S]

max

<|r

Auch fiur diea-Gurjunen-Synthasaurde ein Lineweaver-Burk-Diagramm erstellt
(Abb. 65).

" Die Analyse wurde mit der Software Slidewrite durchgefiihrt. Fir die Berechnung wurde das Curve-Fitter Modul
»1-Site-Ligand“ gewahlt, das mit dem Gleichungstyp der Michaelis-Menten-Gleichung identisch ist.
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v

Abb. 65 Lineweaver-Burk-Diagramm fur (g-Gurjunen-Synthase.

Die Lineweaver-Burk-Gleichung ist eine lineare Gleichung vom y¥ypax + b. Die
graphische Auftragung zeigt erwartungsgemal eine Gerade, deren Gleichung per linearer
Regression ermittelt werden kann. Im Fall deBurjunen-Synthase lautet die Gleichung:

y = 0.2201 x + 0.032

Mit Hilfe dieser Konstanten kénnenykund V,,,, ermittelt werden. Auf diesem Wege
wurde fir a-Gurjunen-Synthase ein kKWert von 6.88uM und ein \,,, von
31.25 pmol/h errechnet. Beide Werte liegen im Bereich der Werte, die aus dem Michae-
lis-Menten-Diagramm per Computeranalyse ermittelt wurden (s.0.). Wegen der genannten
Nachteile der Lineweaver-Burk-Gleichung wird diese gewoOhnlich nicht mehr verwendet.
In der heutigen Literatur werden ausschliel3lich die Ergebnisse aus dem Michaelis-
Menten-Diagramm angegeben

Die graphische Auswertung der kinetischen Studien fir (+)- und (-)-Germacren-D-
Synthase sind in Abb. 66 und Abb. 67 wiedergegeben (Michaelis-Menten-Diagramme).
Abb. 68 zeigt als Vergleich die Lineweaver-Burk-Diagramme fur beide Synthasen.

" Die Lineweaver-Burk-Gleichung hatte ihre Berechtigung in der Zeit als computergestiitzte Auswertungen von
Gleichungen noch nicht allgemein zugéanglich waren. Trotzdem ist ein Vergleich der beiden Méglichkeiten auch
heute noch interessant.
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Abb. 68 Lineweaver-Burk-Diagramme von (+)-Germacren-D-Synthase (A) und
(-)-Germacren-D-Synthase (B).

Tab. 8 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse fir alle drei Synthasen.

(+)-Germacren-D-  (-)-Germacren-D- (-)-a-Gurjunen-
Synthase Synthase Synthase
Kwu (aus Michaelis- 9.97uM 4.24 uM 5.54 uM
Menten-Diagramm)
V ax (aus Michaelis- 12.20 pmol/h 17.00 pmol/h 28.03 pmol/h

Menten-Diagramm)

Lineare Regressiony = 0.8391 x + 0.082 y = 0.2065 x + 0.063 y = 0.2201 x + 0.032
fur Lineweaver-
Burk-Diagramm

Ku (aus Lineweaver- 10.17uM 3.26 UM 6.88 uM

Burk-Diagramm)

Vax (@us Lineweaver- 12.12 pmol/h 15.80 pmol/h 31.25 pmol/h

Burk-Diagramm)

Tab. 8 Zusammenfassung der kinetischen Untersuchen an (+)-Germacren D-,
(-)-Germacren-D- und (+Gurjunen-Synthase.

Die Bestimmung von K-Werten dient hauptséachlich der Charakterisierung der
Synthasen. Die -Werten haben nur eine sehr bedingte Aussagekraft tber die Mecha-
nismen der untersuchten Synthasen. Es kann die Aussage getroffen werden, dal
(-)-Germacren-D-Synthase eine hohere Affinitdt zu dem Substrat FDP hat als
(+)-Germacren-D-Synthase, da ihgKVert niedriger iSt?. Diese Feststellung sagt je-



Spezieller Teil 79

doch nichts tber die Mechanismen der Enzyme aus. Wichtig ist das Ergebnis allerdings
im Hinblick auf die Charakterisierung der Enzyme. Es zeigt zweifelsfrei, dal3 zwei unter-
schiedliche Synthasen isoliert wurden und keine Artefakte einer einzigen Synthase.

4.4.3 pH-Optimum

Zur biochemischen Charakterisierung einer Sesquiterpen-Synthase zahlt auch die Be-
stimmung ihres pH-Optimums. Ein Teil des aufgereinigten Enzymextraktes wird im Ver-
haltnis 1:5 mit einem Puffer verdinnt, der zuvor auf einen bestimmten pH-Wert einge-
stellt wurde. FUr die (-x-Gurjunen-Synthase wird erneut die Hydroxylapatit-Fraktion
verwendet, fur (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase die MonoQ-Fraktionen. So wird si-
chergestellt, daf’ jeweils nur eine isolierte Sesquiterpen-Synthase untersucht wird. Die
Mischung wird analog einem Microassay nit{J-FDP inkubiert und anschlieRend auf-
gearbeitet. Messung der Radioaktivitat in den Assay-Extrakten erméglicht es, die Enzym-
aktivitat bei verschiedenen pH-Werten zu analysieren.

Die graphische Auftragung gibt gewdhnlich eine Glockenkurve (Gauf3”sche Kurve),
deren Maximum das pH-Optimum definiert.

Es wurden Pufferldsungen mit pH-Werten im Bereich pH 5.5 bis pH 9.0 getestet. Diese
breite Region von pH-Werten kann nicht von einem einzigen Puffersystem realisiert wer-
den. Daher wurden verschiedene Puffersysteme eingesetzt:

* pH5.5 - pH 6.5: MES-Puffer (2-Morpholinoethansulfonsaure)
* pH 6.5 - pH 7.5: Mopso-Puffer (3-[N-Morpholino]-2-hydroxy-propansulfonsaure)
* pH 7.5 - pH 9.0: Tris-Puffer (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Die Bereiche der pH-Werte Uberschneiden sich bei pH 6.5 und pH 7.5, dies soll veran-
schaulichen, dal3 ein pH-Optimum nicht ausschlie3lich vom pH-Wert, sondern auch vom
verwendeten Puffer abhangig ist. Als pH-Optimum wird trotzdem stets der Mittelwert aus
allen drei Puffersystemen genommen

Abb. 69 zeigt die graphische Auswertung der pH-Optimum-Bestimmung fur die
(-)-a-Gurjunen-Synthase.

" Die Bestimmung eines pH-Optimums hat nur begrenzte Aussagekraft tiber die Wirkungsweise der untersuchten
Enzyme, sie dient in erster Linie der Charakterisierung der Synthasen, um einen Vergleich mit anderen Synthasen zu
ermdglichen.
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Abb. 69 Bestimmung des pH-Optimums fir @-Gurjunen-Synthase (pH 7.8).

Da der Verlauf des pH-Optimums durch eine Gaul3’sche Kurve beschrieben werden
kann, gilt folgende Gleichung:

S—o.SDMDZE
y=a+bOe"” Hd o

Die Variable y entspricht der Aktivitat und x dem pH-Wert. Die Konstante c liefert
somit das pH-Optimum. Mit Hilfe einer computergestiitzten Analgee MeRergebnisse
wurden folgende Konstanten fur @}Gurjunen-Synthase gefunden:

a=127.29 b =2881.2 c=7.84 d=1.49

Das pH-Optimum fir die-Gurjunen-Synthase liegt bei pH 7.8 (gerundet). Die Grafik
&kt erkennen, dalR es sich um ein sehr breites pH-Optimum handelt. Im Falle der
a-Gurjunen-Synthase wird noch die Halfte der maximalen Aktivitat bei pH 6.35 und
pH 9.33 beobachtet. Diese ,pH/2-Werte* werden rechnerisch aus den Wendepunkten der
Gaul3-Funktion ermittelt. Sie sind definiert als pH/2 =a Dies ist ein typisches Ergeb-
nis fir Sesquiterpen-Synthasen. Ihr pH-Optimum liegt stets im Bereich von pH 6.0 bis
pH 8.0 und ist relativ breit, d.h. die Synthasen sind auch bei héheren, bzw. niedrigeren
pH-Werten noch funktionsfahig.

" Es wurde die Software ,Slidewrite verwendet mit dem Curve-Fitter-Modul ,Gaussian®.
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Die graphische Auswertung der pH-Optimum-Bestimmung fur (+)- und
(-)-Germacren-D-Synthase ist in Abb. 70 wiedergegeben.
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Abb. 70 Bestimmung des pH-Optimums fir A: (+)-Germacren-D-Synthase (pH 7.0) und
B: (-)-Germacren-D-Synthase (pH 7.1).

Ergebnisse:
* (+)-Germacren-D-Synthase: pH 7.0; pH/2: pH 5.8 und pH 8.2
* (-)-Germacren-D-Synthase: pH 7.1; pH/2: pH 5.6 und pH 8.5

Tab. 9 gibt die Bestimmung der Konstanten fur die Gaul3-Funktion beider Synthasen
an.

a b C d
(+)-Germacren-D-Synthase 6.53 131.1 7.01 1.17
(-)-Germacren-D-Synthase 8.07 85.3 7.06 1.48

Tab. 9 Konstanten der GauRR-Funktion fiir das pH-Optimum von (+)- und
(-)-Germacren-D-Synthase.

Auch (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase zeigen ein sehr breites pH-Optimum, das im
erwarteten Bereich um pH 7 liegt. Interessanterweise haben beide Synthasen ein sehr
ahnliches pH-Optimum. Zusammen mit dem Ergebnis, daf} auch ihre Molmassen (Kapitel
4.4.1, Seite 65) fast identisch sind, lal3t sich die Vermutung anstellen, dafd es sich um sehr
ahnliche Enzyme handelt. Andererseits beweist deikert beider Synthasen, dal} sie
nicht vollig identisch sein kbnnen (Kapitel 4.4.2.2, Seite 77), auch die Tatsache, daf3 beide
Synthasen per MonoQ-Chromatographie voneinander getrennt werden kdnnen (Kapitel
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4.3.2, Seite 50), zeigt, dald es gewisse Unterschiede gibt. Wie sehr sich beide Synthaser
letztendlich unterscheiden, kann nur durch Ermittlung ihrer Primarstruktur (Aminosaure-
sequenz-Analyse) ermittelt werden. Auf diesem Weg wéare es moglich, das aktive Zen-
trum zu lokalisieren. Auch die Ermittlung der dreidimensionalen tertidren und quartaren
Struktur durch kristallographische Methoden wiirde Unterschiede beider Synthasen sicht-
bar machen. Zur Ermittlung von Primar- und Tertiarstruktur ist aber zunachst die Isolie-
rung der cDNA beider Synthasen noétig (siehe Kapitel 3.4, Seite 34). Diese Aufgabe war
allerdings nicht mehr Bestandteil der vorliegenden Dissertation.

4.5 Synthese von deuterierten Farnesyldiphosphaten

Nach der erfolgreichen Isolierung von (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase sollten de-
ren Cyclisierungsmechanismen analysiert werden (siehe Kapitel 4.6, Seite 91). Fir diesen
Zweck muf3ten die Synthasen mit deuterierten Substratanalogen (deuterierte Farnesyldi-
phosphate) inkubiert werden, um anschlieend die Deuterium-Position innerhalb der
synthetisierten Sesquiterpene bestimmen zu kdnnen (z.B. mittels Massenspektrometrie).

Zunachst muRten Uberlegungen angestellt werden, welche Cyclisierungsmechanismen
fur die Synthese von (+)- und (-)-Germacren D plausibel sind. Danach konnte entschieden
werden, an welchen FDP-Positionen Deuterium-Markierungen sinnvoll sind. Abb. 71
zeigt zwei mogliche Cyclisierungsmechanismen, die zu Germacren D fuhren.

Auf beiden Wegen wird zun&chst unter Abspaltung von anorganischem Diphosphat ein
Germacrenylkation gebildet. Dies kann dann entweder seine positive Ladung durch einen
doppelten 1,2-Hydrid-Shift verschieben (Weg A) oder durch einen einfachen 1,3-Hydrid-
Shift (Weg B). Letzer Schritt beider Mechanismen ist die Abspaltung eines Protons unter
Bildung von Germacren D. Uber die Stereochemie der Mechanismen lassen sich nur
schwer Vermutungen anstellen. Welcher Weg fiir (+)- bzw. (-)-Germacren D realisiert ist,
kann daher nur auf experimentellem Wege ermittelt werden. Zwar deuten Computerana-
lysen (siehe Molecular Modelling, Kapitel 4.6.2, Seite 100) darauf hin, dal}
(+)-Germacren D mittels eines doppelten 1,2-Hydrid-Shifts und (-)-Germacren D via 1,3-
Hydrid-Shift synthetisiert wird, doch haben solche Analysen nur geringe Beweiskraft oh-
ne zusatzliche experimentelle Befunde.

Andere Mechanismen schienen nur wenig plausibel. Zudem wurden die beiden vorge-
stellten Mechanismen auch schon Wiwa et al'*® postuliert. Es konnte also davon aus-
gegangen werden, dald zumindest einer oder auch beide Wege fir die Bildung von (+)-
und (-)-Germacren D verantwortlich sind.
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Abb. 71 Mogliche Cyclisierungsmechanismen, die von FDP zu Germacren D fuhren A: Dop-
pelter 1,2-Hydrid-Shift und B: einfacher 1,3-Hydrid-Shift.

Da die entscheidenden Schritte beider Cyclisierungswege an den Kohlenstoffatomen 1,
10 und 11 von FDP stattfinden (Abb. 72), erschien es am aussichtsreichsten, FDP-
Analoga zu synthetisieren, die an jenen Positionen Deuterium anstelle von Protonen tra-
gen. Je nach Mechanismus mif3ten diese Deuterium-Markierungen dann in Position 6, 7
oder 11 von Germacren D zu finden sein (Abb. 72).
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15 13

FDP Germacren D

Abb. 72 Systematische Nummerierung der Kohlenstoffatome von FDP und Germacren D.

Daher sollten folgende FDP-Analoga synthetisiert werden:

« (1R-[1-2H]-FDP,
* (19-[1-?H]-FDP und
« [10-*H]-FDP.

Da es sich bei den Protonen an C-1 von FDP um prochirale Protonen handelt, muf3ten
die beiden mdglichen EnantiomereRj-[1-°H]-FDP und (S-[1-°H]-FDP synthetisiert
werden. Fir den Fall, daf3 diese Substrate keine ausreichenden Ergebnisse liefern, er-
schien es sinnvoll, zusatzlich [12f,]-FDP zu synthetisieren.

Die folgenden Kapitel gehen auf die chemischen Synthesen der vorgestellten Verbin-
dungen ein.

4.5.1 Synthese von1R)-[1-°H]-FDP

Die Synthese der gesuchten Verbindung wurde bereit€aoedemonstriet!. Abb.
73 zeigt den Syntheseplan fur die Zielverbindung.

Ausgangsverbindung ist kommerziell erhéltlichEsH)-Farnesoll, das zu Farnesal
oxidiert wird. Oxidationsmittel ist aktiviertes MangandidXi@l; alternativ kann auch Py-
ridiniumdichromat als Oxidationsmittel verwendet weftféhIm nachsten Schritt wird
enantioselektiv zulR)-Farnesol3 reduziert. Diese Reaktion wird enantioselektiv durch
das Enzym HLADH (Horse-Liver-Alcohol-Dehydogenase) katalySie€o-Faktor ist
NAD*, das von dem Co-Substrat {#}-Cyclohexenol5 Deuterium auf Farnesal ber-
tragt*®!. Somit wirdin situ deuteriertes NADH (,NADD") erzeugt, das als eigentliches
Reduktionsmittel des Farnesals dient. Sowohl die Oxidation des Cyclohexenols, als auch
die Reduktion von Farnesal werden von HLADH kataly8féktHLADH zeichnet sich
durch eine hohe Enantioselektivitat, Regioselektivitat und Substratakzept&itz &is
Vorteil der enzymatisch katalysierten Reaktion liegt in ihren milden Reaktionsbedingun-
gen, die eine Isomerisierung voR,E)-Farnesol zuZE,62-Farnesol ausschliel3en. Da



Spezieller Teil 85

bereits detaillierte Studien Gber den Reaktionsmechanismus von HLADH durchgefuhrt
wurden, ist es mdglich Aussagen Uber die Stereochemie der gebildeten Produkte zu tref-
fert*®, Im letzten Schritt wir® mit anorganischem Diphosphat verestert.

X MnO, X HLADH
OH o NADD NADY
o)
1 2 \ / D OH
HLADH ij

6 5

CCI,CN

(EtsNH),HPO,

3 4

Abb. 73 Syntheseplan furlR)-[1-°H]-FDP.

Die Veresterung erfolgt nach der Methode @namerundBshmt”, mit einer Opti-
mierung nachPopjék et al*'®, Reagenz ist Di-triethylammonium-orthophosphat. Zusétz-
lich dient Trichloroacetonitril als spezifisches Veresterungsmittel fir Phosphorsauren.
Den moglichen Reaktionsmechanismus zeigt Abb. 74.

Ein Nachteil der Reaktion sind die extrem niedrigen Ausbeuten, da in vergleichbaren
Mengen auch die entsprechenden Mono- und Triphosphate synthetisiert werden. Anderer-
seits ist es die schonendste Methode flir die Phosphorylierung von Alkoholen. Bei ande-
ren Methoden besteht stets die Gefahr einer Racemisierung an PosttloiNach der
Reaktion kénnen die verschiedenen Phosphate per ¥81(&n einer RP-18-Phase) oder
mit Hilfe von Anionenaustauscher-Chromatograpfflevoneinander getrennt werden

" Beide Methoden wurden ausprobiert. Da die Anionenaustauscher-Chromatographie deutlich bessere Ergebnisse
lieferte (und gegeniiber der HPLC wesentlich kostengtinstiger zu betreiben war), wurde ihr der Vorzug gegeben.
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Abb. 74 Moglicher Reaktionsmechanismus fur die Veresterung von Alkoholen mit Diphosphat.

Das zusatzlich fir die Reaktion benétigteiH]-Cyclohexenob wird aus kommerziell
erhaltlichem Cyclohexeno® dargestellt (Abb. 75). Reduktionsmittel ist Natriumbordeu-
terid, das als Deuterium-Quelle der Synthese df#ént

O

6 5

Abb. 75 Synthese von [H]-Cyclohexenol.

Es ist zu beachten, dal’3 die Reaktion ein racemisches Produktgemisch liefert. Aller-
dings konnen beide Enantiomere von HLADH verwendet werd®aher kann
[1-°H]-Cyclohexenol in der in Abb. 73 dargestellten Reaktionsfolge in aquimolaren Ver-
haltnissen eingesetzt werden.

" Zwar besitzt HLADH eine hohe Enantioselektivitat gegeniiber Aldehyden, bei Ketonen ist dies nicht immer der
Fall. Gerade bei Ketonen wie fiH]-Cyclohexenol, bei denen es kaum GréRenunterschiede der beiden Substituenten
am Keton gibt, wird kaum eine Enantioselektivitat von HLADH festgestellt.
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Die Identifizierung aller Zwischenstufen und des Produktes erfolgte mittels Massen-
spektrometrie,'H- und **C-NMR-Spektroskopie, sowie zusatzlichAP-NMR-
Spektroskopie? fir (1R)-[1-?H]-FDP. Die Bestimmung des Deuterierungsgrads deute-
rierter Verbindungen wurde mittells-NMR-Spektroskopie vorgenommi&.

4.5.2 Synthese von19-[1-°H]-FDP

BereitsCané® demonstrierte die Synthese dieser Verbindung. Ausgangsverbindung
der Synthese ist Farnesb(Abb. 76).

N MnO, N NaBD, N MnO,
Z X Z A Z D\

OH o) OH

1 2 7

HLADH CCI,CN
N NADH (EtsNH),HPO,
Z AN
D
o)
9 10

Abb. 76 Syntheseplan furl§-[1-°H]-FDP.

Im ersten Schritt der Synthese wird Farnesol mit dem Oxidationsmittel, idun®ar-
nesal 2 oxidiert. Reduktion mit Natriumbordeuterid ergibt racemisches
(1R9-[1-°H]-Farnesol7. Die deuterierte Verbindung wird einer erneuten Oxidation mit
Mangandioxid unterzogen, um fH]-FarnesaB zu synthetisieren. Aufgrund eines prima-
ren kinetischen Isotopieeffekt®s wird wahrend der Reaktion fast ausschlieRlich das
Proton an Position 1 voiRS-[1-°H]-Farnesol abgespalten, wahrend Deuterium im Mo-
lekul verbleibt. Das synthetisierte fi]-Farnesal besitzt daher einen Deuterierungsgrad
von ca. 95% Das deuterierte Farnesalwird sodann durch enantioselektive Katalyse
mittels HLADH (Co-Faktor NADH) zu19-[1-°H]-Farnesol reduziert. Reduktionsmit-
tel ist der Co-Faktor des Enzyms, NADH. Interessant ist in diesem Zusammenhang ein
Vergleich mit der Synthese votR)-[1-?H]-Farnesol (Abb. 73). Bei jener Synthese war

" Bei Oxidationen von Alkoholen mit Manganverbindungen ist die Losung der C-H(D)-Bindung am geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt beteiligt. Quantenmechanische Berechnungen zeigen, dal’ das im Vergleich zu Wasser-
stoff schwerere Deuterium in einer C-D-Bindung langsamer schwingt als ein Wasserstoff in einer C-H Bindung. Die
C-D-Bindung wird daher um den Faktor 7 langsamer geldst als eine C-H-Bindung.
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ebenfalls HLADH Katalysator, allerdings war undeuteriertes Farnesal das Substrat und
deuteriertes NADH (,NADD"“) das Reduktionsmittel. Bei der Synthese von
(19-[1-?H]-Farnesol sind die Verhaltnisse genau umgekehrt: deuteriertes Farnesal wird
durch unmarkiertes NADH reduziert. Dieser Wechsel der Deuterium-Position ist notwen-
dig in Anbetracht der Funktionsweise von HLADH (Abb. 77).

. Hp
O .- Re-Seiten- OH
% i HLADH
R\)Q Angrlﬁ: > R\)‘” Hb

Ha

Abb. 77 Stereochemischer Verlauf der durch HLADH katalysierten Reduktion von Aldehyden.

HLADH ist nur in der Lage ein Wasserstoffatom bzw. Deuteriumatom aRe8eite
des Aldehyds einzuftihren. Durch Steuerung der Deuterium-Position (im Farnesal oder in
NADH) wird die Konfiguration im Zielmolekil bestimmit.

Letzter Schritt der Reaktionssequenz ist die bereits in Kapitel 4.5.1 detailliert beschrie-
bene Veresterung des Alkohols mit Diphosphat, um das gewiinschte Produkt
(19-[1-?H]-FDP 10 zu synthetisieren.

4.5.3 Synthese von [1,PH,]-FDP

Die Synthese benutzt als Ausgangsmaterial das kommerziell erhalttig)e~arnesol
1 (Abb. 78§

Der Syntheseplan ist bis zu der Synthese vaiH[dFarnesaB identisch mit dem Plan
fur die 19-[1-*H]-FDP Synthese. Um [1,3H,]-FDP zu synthetisieren, wird nun aller-
dings 8 einer erneuten Reduktion mit Natriumbordeuterid unterzogen, um
[1,1H,]-Farnesoll1 zu erzeugen. Letzter Schritt ist die VeresterungMbmit Diphos-
phat (siehe Kapitel 4.5.1) um [1%#,]-FDP 12 zu synthetisieren.
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N MnO, N NaBD, N MnO,
Z X Z A Z D\

OH o} OH

1 2 7

CCI,CN
N NaBD, (Et3?\IH)2H PO,
Z AN
D
o)
8 11 12

Abb. 78 Syntheseplan fiir [1,3H,]-FDP.

4.5.4 Synthese von [1GH]-FDP

Die achtstufige Synthe8é?® beginnt mit der Umsetzung von kommerziell erhaltli-
chem E,E)-Farnesoll mit Acetanhydrid. Das resultierende FarnesylacEdragt eine
Acetylschutzgruppe, um die Alkoholfunktion des Farnesols im weiteren Syntheseverlauf
vor Oxidationen zu schitzen (Abb. 79).

Farnesylacetat wird mihetaChlorperbenzoesaure oxidiert. Das Peroxid oxidiert se-
lektiv Doppelbindungen zu Epoxiden. Es entsteht eine Mischung aus 6,7:10,11-Diepoxy-
farnesylacetat (ca. 10%), 6,7-Epoxy-farnesylacetat (ca. 30%) und dem gewinschten Pro-
dukt 10,11-Epoxy-farnesylacetat (ca. 60%). Eine Aufreinigung der Mischfraktion ist
zu diesem Zeitpunkt der Synthese nur schwer moglich, andererseits ist eine solche Auf-
reinigung auch nicht erforderlich. Bereits im n&chsten Schritt wird 10,11-Epoxy-
farnesylacetat (inkl. seiner Nebenprodukte) mit walriger Perchlorsdure umgesetzt, um die
Epoxid-Funktion zu einem Diol zu oxidieren. Neben dem gesuchten 10,11-Dihydroxy-
farnesylacetall5 entstehen zusatzlich die Diole der Nebenprodukte (6,7-Dihydroxy-
farnesylacetat und 6,7,10,11-Tetrahydroxy-farnesylacetat). An dieser Stelle der Synthese-
sequenz ist eine lIsolierung der verschiedenen Diole leicht durch Flash-Kieselgel-
Chromatographie erreichbar.

Das reine 10,11-Diydroxy-farnesylacetat wird mit wal3rigem Periodat umgesetzt, um
eine Diol-Spaltung unter Bildung eines Aldehyds zu erreichen. Die Reaktion ist bekannt
aus der klassischen Zuckerchemie, wo sie Anwendung bei dem schrittweisen Abbau von
Kohlenhydraten farftf”. Produkt ist Farnesylacetattrinoraldety@l Die Aldehydfunkti-
on vonl16 wird mit Hilfe von Natriumbordeuterid zu einem deuterierten Alkohol redu-
ziert. Es entsteht1(R 9-[1-°H]-10-Acetoxy-4,8-dimethyldeca-4,8-dien-1-dV. Dieser
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Alkohol wird zu [102H]-Farnesylacetattrinoraldehyt8 oxidiert. Oxidationsmittel ist

PDC (im Vergleich zu den in Kapitel 4.5.1 - 4.5.4 beschriebenen Synthesen lieferte PDC
in diesem Fall eine héhere Ausbeute als WnBei diesem Schritt wird die Bedeutung

der Acetylschutzgruppe deutlich. Ohne sie waren zwei Alkoholfunktionen im Molekiil
vorhanden gewesen.

Ac,O ~ m-CPBA
Z X
OAc
13
\
o HCIO, N OH NalO,
/ /
OH
OAc
OAc
15
NaBD, N PDC
_ P P S e
y OD
OAc
17
1) [PhyPEt]Br CClLON
o~ 5 Mel / BuLi N D (EtsNH),HPO,
G \ 2.) K,COj G X
o)
OAc OH
18 19
\
D
Z AN
OPP,
20

Abb. 79 Syntheseplan fir [18H]-FDP (16 — 18 besitzen eine andere Nummerierung).
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In einer Wittig-Reaktion wird der Aldehytl8 mit einer C-3-Gruppe verknupft. Flur
diese Reaktion wird zunéchst die C-3-Gruppe erzeugt. Daflr wird Ethyltriphenylphos-
phoniumbromid unter Einfluf3 von Butyllithium mit einer Methylgruppe verkntpft (Abb.
80).

® @qe_. ®

® y H
(H CHs

Abb. 80 Darstellung von Isopropyltriphenylphosphoniumbromid.

Das gebildete Isopropyltriphenylphosphoniumbromid wird ohne Aufarbeitung erneut
mit Butyllithium umgesetzt und das entstandene Ylid mit PpFarnesylacetat-
trinoraldehyd versetzt ([18H]-Farnesylacetattrinoraldehyd darf erst nach der Synthese
der C-3-Einheit zugefligt werden, da ansonsten auch die Méglichkeit der Reaktion des
Aldehyds mit einer C-2-Einheit besteht). Diese Wittig-Reaktion liefert Hp-
Farnesylacetat, das wahrend der Aufarbeitung des Reaktionsansatzes mit Kaliumcarbonat
umgesetzt wird. Im Basischen wird die Acetylschutzgruppe abgespalten und es entsteht
[10-°H]-Farnesol19. Neben dem gesuchtek,E)- [10-°H]-Farnesol entsteht unter den
relativ harten Reaktionsbedingungen auch @45&2-Isomer.Beide Isomere werden
voneinander mittels Flash-Chromatographie an Silbernitrat-impragniertem Kieselgel ge-
trennt?’),

Letzter Schritt der Reaktion ist die Veresterung ¥8rmit Diphosphat (siehe Kapitel
4.5.1) und liefertE,B)- [10-*H]-FDP.

4.6 Aufklarung der Cyclisierungsmechanismen

Da nun sowohl die isolierten Sesquiterpen-Synthasen, als auch geeignet markierte Sub-
strate vorlagen, konnte die Aufklarung der Cyclisierungsmechanismen durchgefihrt wer-
den.

Wie in Kapitel 3.2.3 (Seite 21) ausfuhrlich beschrieben, werden Synthasen mit mar-
kierten Substratanalogen inkubiert, um dann die Position der Markierungen in den syn-
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thetisierten Molekilen zu ermitteln. Es gibt drei Ansétze, um die Position eines Deuteri-
um- oder Tritium-Atoms in einem Molekull zu bestimmen:

» Schrittweiser Abbau des Produktes zu definierten Segmenten, die auf Radioaktivitat
getestet werden, um so das Segment zu ermitteln, in dem sich die Markierung befindet
(nur bei Tritium-Markierungen mdglich).

* Analyse des Produktes mittels NMR-Spektroskopie (nur flr Deuterium-Markierun-
gen).

* Analyse des Produktes mittels Massenspektrometrie.

Abbaureaktionen von radioaktiv markierten Proben sind heute nicht mehr Stand der
Technik, da die alternativen Methoden ungefahrlicher und praziser sind. Somit blieben
Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie als mogliche Analysenmethoden.

Die NMR-Spektroskopie kann auf zwei moglichen Wegen durchgefihrt werden:

« 'H-NMR-Spektroskopie des deuterierten Produktes, um zu detektieren, welche Signale
gegenuber dem Spektrum der unmarkierten Verbindung nicht mehr auftreten. Proto-
nen, die diesen Signalen zugeordnet sind, missen somit durch Deuterium ausgetauscht
seirf'?®,

« ?H-NMR-Spektroskopie des Produktes; die Verschiebung der detektierten Signale wird
mit dem*H-NMR-Spektrum der unmarkierten Verbindung verglichen, um eine Signal-
zuordnung vornehmen zu kénnen. Moglich ist dies durch die Tatsache, dal3 Signal-Ver-
schiebungen iMiH-NMR und*H-NMR nahezu identisch sifé’.

Tab. 10 gibt eine Ubersicht tiber die Vor- und Nachteile beider NMR-Methoden. Bei
der Analyse von Sesquiterpen-Synthasen aus hoheren Pflanzen stellt sich stets das Pro
blem, dal’ nur eine geringe Enzymaktivitat vorhanden ist, die im Verlaufe der Enzymauf-
reinigung zusatzlich stetig absinkt. Da fir di& NMR-Spektroskopie reine Verbindun-
gen benotigt werden, mufdte im Falle vBncanadensisin aufgereinigter Enzymextrakt
verwendet werden, in dem nur (+)- oder (-)-Germacren-D-Synthase-Aktivitat vorliegt. Da
die Synthasen erst nach drei Reinigungsschritten in solch reiner Form vorliegen, war an
diesem Punkt die Aktivitat nicht mehr groR genug, um &h&IMR-Probe zu erstellen.

Die 'H-NMR-Spektroskopie war somit fur die Strukturaufklarung der deuterierten Ses-
guiterpene nicht durchfiihrbar.

Die 2H-NMR-Spektroskopie®? erméglicht es, den Enzymrohextrakt fiir Inkubationen
zu verwenden, da endogen synthetisierte Sesquiterpene die Analyse nicht storen. Aller-
dings mul3 Pflanzenmaterial gefunden werden, daf} ausschlie3lich ein Sesquiterpen syn-
thetisiert, da sich ansonsten mehrere Signale von verschiedenen Verbindungen uberla-
gern. Ein solches Pflanzenmaterial ist 8ircanadensiaur &uf3erst schwer zu finden, da



Spezieller Teil 93

die Besonderheit der Pflanze in der Vielfalt der von ihr produzierten Sesquiterpene liegt.
Dennoch wurde im Verlaufe dieser Dissertation auch Pflanzenmaterial analysiert, das zu
90% (-)-Germacren D produzierte. Allerdings war dies darauf zurtickzufiihren, dal3 es
sich um relativ altes Pflanzenmaterial handelte, bei dem der Grof3teil der Sesquiterpen-
Synthasen bereits denaturiert Wadntsprechend gering war in diesem Material auch die
(-)-Germacren-D-Synthase-Aktivitat. Versuche, den Rohextrakt dieses Materials mit
deuterierten FDP zu inkubieren gelangen zwar, allerdings war die produzierte Menge
(-)-Germacren D so gering, daR auch eine 72-stlrtHgdMR-Messung keine Signale
zeigte (auf dieses Experiment wird daher nicht naher im Experimentellen Teil eingegan-
gen). Somit war auch di¢l-NMR-Spektroskopie fir die Mechanismus-Aufklarung un-
geeignet

Vorteile Nachteile

'H-NMR » Hohe Empfindlichkeit, Pro- * Die Probe mufl} in sehr reiner

benmengen < 50 nmol genu- Form vorliegen, endogen produ-

gen flr eine Analyse. zierte Sesquiterpene mussen vor
der Analyse entfernt werden.

* Die Probe muf3 sich in einem
deuterierten Losungsmittel be-
finden.

’H-NMR * Probe kann mit endogenen » Geringe Empfindlichkeit, die

Sesquiterpenen verunreinigt Probenmenge mufd mindestens

sein, da diese keine Signale 100 nmol betragen.

liefern. » Bei Probenmengen < 200 nmol
* Probe kann in einem beliebi- werden hohe Anforderungen an

gen LAsungsmittel vorliegen. die NMR-Geréate gestellt, da ta-

gelange Mel3zeiten noétig sind.

Tab. 10 Vor- und Nachteile deiH- und®H-NMR-Spektroskopie.

" Es hat sich herausgestellt, da Pflanzenmaterial, das im Wachstum geerntet wird (mdglichst noch vor Ausbildung
der Blute), die hdchste Synthase-Aktivitat besitzt. Spater geerntete ,altere” Pflanzen zeigen kaum noch Synthase-
Aktivitat. Uber die Ursache fiir dieses Phanomen kann nur spekuliert werden. Méglicherweise werden Sesquiterpene
nur in der Wachstumsphase von der Pflanze benétigt. Spéater wird dann die Produktion ihrer Synthasen von der
Pflanze eingestellt.

" Weder die'H- noch die?H-NMR-Spektroskopie fanden bisher eine Anwendung in der Mechanismus-Aufklarung

von Sesquiterpen-Synthasen aus hoheren Pflanzen. Diese Techniken wurden entweder fir Synthasen aus Bakterien-
oder aus Pilzkulturen verwendet, da in solchen schnellwachsenden Systemen eine wesentlich héhere Synthasenkon-
zentration vorliegt.
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Daher fiel die Wahl auf die Massenspektrometrie als Methode flr die Strukturaufkla-
rung deuterierter Sesquiterpene. Um stérende endogen produzierte Sesquiterpene aus de
Extrakten zu entfernen, wurde fir Inkubationen mit deuteriertem FDP die DEAE-Fraktion
verwendet. Von der DEAE-Fraktion wurden J&urjunen, (+)y-Gurjunen, (+)- und
(-)-Germacren D synthetisiert. Die Analyse erfolgte daher mittels GC-MS unter Verwen-
dung einer chiralen stationaren GC-Phase (6T-2,33N0#). Da die GC-MS-Technik als
hinlanglich bekannt gilt, wird nur auf ihre Ergebnisse in den folgenden Kapiteln einge-
gangen.

Zusatzlich zur GC-MS-Analyse wurden auch ,Linked-Scan-MS*-Messungen fir deu-
teriertes (+)- und (-)-Germacren D durchgefuhrt. Diese Messungen dienten zur Aufkla-
rung von Zerfallsmustern der entsprechenden Massenspektren. Da die ,Linked-Scan-
Technik® nicht allzu verbreitet ist, wird in Kapitel 4.6.1 eine kurze Einfihrung in diese
Technik gegeben.

Die Kapitel 4.6.2 bis 4.6.4 beschéftigen sich mit der Mechanismen-Aufklarung der
(-)-a-Gurjunen, (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase.

4.6.1 Linked Scan-Massenspektrometrie

Bei der Linked Scan Massenspektrométttewerden metastabile loné# im Mas-
senspektrometer detektiert. Bei einer normalen Reaktion in der lonenquelle des MS erfol-
gen folgende Reaktionen (vereinfacht dargestellt, Abb. 81):

Abb. 81 Schematische Zerfallsreaktion im MS.

Das Mutterion M7 zerfallt in der lonenquelle zum TochteriorAinter Abspaltung
eines neutralen Teils N. Beide lonen kdénnen — bei ausreichender kinetischer Energie —
spater im Detektor des MS detektiert werden. Metastabile lonen sind Molekul- oder
Fragmentionen, die nicht in der lonenquelle, sondern erst auf dem Weg von der Quelle
zum Detektor zerfallen.

Die Technik der Linked Scan-Massenspektrometrie wird mit einem doppelfokussie-
renden Sektorfeld-Massenspektrometer durchgefiihrt. Der elektrostatische Sektor fur die
EnergiefokussierungetSektor) befindet sich vor dem Magnetsekt®+Sektor), es wird
von einer EB-Geometrie des Gerates gesprochen. Zwischen der lonenquelle und dem
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E-Sektor befindet sich die ,erste feldfreie Zone*, in der metastabile lonen zerfallen kén-
nen. Weitere feldfreie Zonen befinden sich zwiscBe®ektor undB-Sektor (zweite feld-
freie Zone) bzw. zwischeB-Sektor und Detektor (dritte feldfreie Zone). Bei der Linked
Scan-Methode werden metastabile lonen der ersten feldfreien Zone detektiert.

In dem System gibt es drei Variablen: Beschleunigungsspannung V (variiert zwischen
2 — 10 kV),E-Sektor-Spannung und Feldstarke @&eSektors. Das Prinzip einer Linked
Scan-Messung beruht darauf, eine der Variablen konstant zu halten und die beiden ande-
ren Variablen wahrend der Messung so zu verandern, dal3 ihr Verhaltnis zueinander eben-
falls konstant bleibt. Dieses Prinzip ermoglicht es, metastabile lonen im Detektor nach-
zuweisen.

Die besten Resultate werden erzielt, wenn die Beschleunigungsspannung V konstant
gehalten wird. Demzufolge muf3 das Verhaltnis EamdB ebenfalls konstant gehalten
werden. Es werden drei Arten von Linked Scan-Messungen unterschieden (Tab. 11):

Scan Art Detektion

B /E = const Tochterionen
B2/ E = const Elternionen
(B/E) - (1-E)Y? = const ,constant loss*

Tab. 11 Verschiedene Arten von Linked Scan-Messungen.

Die Linked Scan-MS-Technik ermdglicht es somit, von bestimmten lorigiséektiv
deren Tochterionen zu detektieren (Tochterionen-SE&hshzw. von lonen A deren
Elternionen zu bestimmen (Elternionen-Scans). Eine Besonderheit sind die ,constant
loss*-Messungétt¥, sie detektieren samtliche lonen, die ein neutrales Teilchen be-
stimmter Masse abspalten.

Praktische Anwendung findet diese Methode bei der Analyse von Zerfallsmustern im
MS. So kann z.B. bei Sesquiterpenen bestimmt werden, welche lonen direkt aus dem
Molekilion MO (m/z = 204) entstehen. Gewohnlich wird dies durch Messung der
Tochterionen von m/z = 204 erzielt.

Linked Scan-Messungen sind in der Lage dieselben Ergebnisse zu liefern wie die Tan-
dem-Massenspektrometrie (MS-MS-Technik).

4.6.2 Cyclisierungsmechanismus von (-)-Germacren-D-Synthase

Eine DEAE-aufgereinigte Enzymfraktion wurde mitlR{-[1-°H]-FDP,
(19-[1-°H]-FDP und [10%H]-FDP inkubiert. Die Assays wurden analog den Radio-
Macroassays (siehe Kapitel 4.3.1, Seite 39) durchgefihrt. Die Assay-Extrakte wurden
mittels GC-MS analysiert (GC-Phase: 6T-2,3-p+D). Um einen Vergleich der Mas-
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senspektren zu ermdglichen, zeigt Abb. 82 zundchst das Massenspektrum von unmar-
kiertem Germacren D.

100 161

®
161 43T .
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o1 161

81 119
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55 133 /
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0 40 60 80 100 120 140 160 180 200 M/z

Abb. 82 Massenspektrum von unmarkiertem Germacren D (El, 70 eV).

Das Spektrum zeigt den Molekilpeak erwartungsgemal bei m/z = 204. Der Basispeak
wird bei m/z = 161 detektiert, dies entspricht einer Abspaltung von 43 amu und somit ei-
ner Abstraktion der Isopropylgruppe des Molekils.

Abb. 83 zeigt die Massenspektren von deuteriertem Germacren D, das aus Inkubatio-
nen mit den verschiedenen deuterierten Substraten hervorging.

Bei Inkubationen von (-)-Germacren-D-Synthase mR){1-°H]-FDP wurde deute-
riertes (-)-Germacren D synthetisiert (Abb. 83a). Die Tatsache, daf3 der Molekulpeak bei
m/z = 205 detektiert wird, beweist die Prasenz eines Deuterium-Atoms im Molekul (m/z
= 205 entspricht der Masse vonsB,;°H). Somit bliebe zu klaren, an welcher Molekiil-
position sich das Deuterium befindet. Da der Basispeak bei m/z = 161 detektiert wird (wie
auch in unmarkierten Germacren D), mul3 eine Isopropylgruppe der Masse m/z = 44 ab-
gespalten werden. Dies ist nur mdglich, wenn sich das Deuteriumatom in der Isopropyl-
gruppe befindet.

Entsprechende Inkubationen der Synthase m8-[(1-H]-FDP lieferten erneut deute-
riertes (-)-Germacren D (Abb. 83b), wie durch den Molekilpeak bei m/z = 205
(CisH5?H) bewiesen wird. Der Basispeak wird jetzt bei m/z = 162 detektiert. Somit wer-
den 43 amu abgespalten, dies entspricht der Abstraktion einer unmarkierten Isopropyl-
gruppe. Das Deuteriumatom muf3 sich daher im Ringsystem des Molekils befinden.
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Abb. 83 Massenspektren (El, 70 eV) von (-)-Germacren D als Inkubationsprodukt von
(1R)-[1-*H]-FDP (a); 9-[1-*H]-FDP (b) und [1L0*H]-FDP (c).
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Inkubationen der Synthase mit [$8]-FDP lieferten deuteriertes (-)-Germacren D
(Abb. 83c) mit einem Molekiilpeak bei m/z = 205 4€,;°H). Der Basispeak liegt erneut
bei m/z =162, d.h. eine unmarkierte Isopropylgruppe wird vom Molekuil abgespalten. Das
Deuteriumatom befindet sich im Ringsystem von Germacren D. Ein Vergleich der Mas-
senspektren von Abb. 83b und c zeigt, dal’ beide Spektren charakteristische Signale bei
m/z = 205 und m/z = 162 besitzen. Andererseits unterscheiden sich ihre Signalintensitaten
Im unteren Massenbereich. Dies ist ein Indiz daflr, dal3 sich das Deuterium zwar in bei-
den Fallen im Ringsystem, jedoch jeweils in unterschiedlichen Positionen befindet.

Die Ergebnisse lassen sich mit einem Cyclisierungsmechanismus, der tber einen 1,3-
Hydrid-Shift verlauft in Einklang bringen (Abb. 84).

l,3-Hydrid—ShiftI

p
’ o

X
Z AN _pp.@
\J i
C

OPP,

(E,B)-FDP Germacrenylkation |

>
CC 2
4

H, H
Germacrenylkation Il (-)-Germacren D

Abb. 84 Cyclisierungsmechanismus der (-)-Germacren D Synthase.

Im ersten Schritt wird unter Abspaltung der Diphosphat-Gruppe aus FDP das Ger-
macrenylkation | gebildet. Diese Reaktion entspricht formal eig2fR&aktion mit In-
version am Reaktionszentrum (die konsequente Anwendung der Stereochemie-
Nomenklatur fihrt dazu, dal3 trotz Inversion am Reaktionszentrum auz-+b-des
FDP wieder prdR-H-1 des Germacrenylkation | witef))". Die Inversion der Konfigura-
tion an C-1 bei der Bildung des Germacrenylkations | wurde bereit€ané®® bei der

" C-1 des FDPs hat als Substituenten hdchster Prioritét eine Diphosphat-Gruppe, zweithdchste Prioritét besitzt die
Kohlenstoffkette. Genau jene Kette besitzt aber nach der Reaktion zum Germacrenylkation | die héchste Prioritét.
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Aristolochen-Biosynthese nachgewiesen, da auch bei jener Biosynthese die Bildung des
Germacrenylkations | der erste Cyclisierungsschritt ist (diese stereochemischen Uberle-
gungen besitzen nur Gultigkeit bei FDP-Molekilen mit einem Deuteriumsubstituenten in
Position 1).

Fur einen 1,3-Hydrid-Shift kommen mehrere Wasserstoffatome in Frage. Die Inkubatio-
nen mit (R)-[1-?H]-FDP zeigten jedoch, daR ausschlieRlich Brb-1 von FDP in die
Isopropylgruppe wandert. Inkubationen mit§-[1-*H]-FDP bewiesen einen Verbleib

von proSH-1 des FDP im Ringsystem. Somit ware bewiesen, welches Wasserstoffatom
in den Hydrid-Shift involviert ist. Gleichzeitig wird deutlich, dal3 sich wahrend der Cycli-
sierung die Position von H-10 des FDP nicht andert. Dies entspricht dem Ergebnis der
Inkubationen mit [LGH]-FDP.

Durch den 1,3-Hydrid-Shift wird das Germacrenylkation Il erzeugt. Dies wird im letz-
ten Schritt deprotoniert und Elektronenpaar-Verschiebungen fuhren zu (-)-Germacren D.
Die Konfiguration an C-7 des (-)-Germacren D (das chirale Zentrum) wird bereits bei der
initialen Cyclisierung festgelegt und spater nicht mehr geandert.

Abb. 85 zeigt die Zuordnung der Inkubationsprodukte zu den jeweiligen deuterierten
Substraten.

~ Pk %”

(1R)-[1-?H]-FDP 11-[H]-(-)-Germacren D [10-?H]-FDP 7-BH]-(-)-Germacren D

Ry

(19-[1-?H]-FDP 6-[2H]-(-)-Germacren D

Abb. 85 Inkubationsprodukte verschiedener deuterierter FDP-Substrate mit (-)-Germacren-D-
Synthase.

Der Cyclisierungsmechanismus der (-)-Germacren-D-Synthase wurde zuséatzlich mit-
tels Molecular Modelling untersucht (Abb. 86)

Das Molecular Modelling zeigt eindrucksvoll, dal3 sich im Germacrenylkation | nur
pro-R-H-1 in der geeigneteAnti-Stellung zu den freien Molekilorbitalen der Isopropyl-

" Die lokalen Energieminima der Ubergangszustande bzw. Produkte wurden nach der MM2-Kraftfeldrechnung er-
mittelt. Es handelt sich dabei um gute Naherungen, dennoch dienen die Modelle nur der Veranschaulichung des
dreidimensionalen Verlaufs der Cyclisierung.
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gruppe befindet (periplanare Anordnung). Brb-1 ist inGaucheStellung zu den Mole-
kilorbitalen. Dies macht seine Verschiebung (auch unter enzymkatalysierten Bedingun-
gen) aullerst schwierig. Demnach muf3te Rid-1 dem 1,3-Hydrid-Shift unterliegen.

Dies entspricht dem Ergebnis der Inkubationsexperimente.

Germacrenylkation |

Germacrenylkation Il

(-)-Germacren D

Abb. 86 Molecular Modelling des (-)-Germacren-D-Synthase-Cyclisierungsmechanismus’
(durchgefihrt mit Chem3D Pro, Cambridge Soft). Die linke Seite der Abbildung zeigt
den Reaktionsverlauf in herkémmlicher Zeichnungsweise, die rechte Seite zeigt die
dreidimensionalen Modelle der Strukturen.

Von allen deuterierten Germacren D-Molekilen wurden Linked Scan-Messungen
durchgefuhrt. Es sollte bewiesen werden, dal’3 der Basispeak (m/z = 161 bzw. m/z =162)
tatsachlich durch direkten Zerfall des Molekiilions entsteht. Daher wurden die Tochterio-
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nen von m/z = 205 gemessen und komplementar dazu eine constant loss-Messung fir m/z
= 44 bzw. m/z = 43 durchgefihrt. Abb. 87 zeigt exemplarisch das Resultat einer constant
loss-Messung (Abspaltung von m/z = 44) und einer Tochterionen-Messung (Tochterio-
nen von m/z = 205) von 1#H]-(-)-Germacren D.

n Tochterionen von m/z = ZOIS
16

11
v w Ll

T
110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 m/z

D

11-[°H]-(-)-Germacren D

constant loss von m/z = jl

Tt T T T T T
150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 w/z

Abb. 87 Linked Scan-Messungen von 1’HJ-(-)-Germacren D.

Als Tochterionen von m/z = 205 werden m/z = 204 und m/z = 161 detektiert. Die Ab-
spaltung eines H-Radikals fuhrt zu m/z = 204, das Auftreten des m/z = 161 Signals be-
weist eindeutig, dal3 das dazugehotrige Fragment direkt aus dem Molekilion gebildet
wird. Die constant loss-Messung stiitzt dieses Ergebnis; sie zeigt, dald es nur zwei lonen
gibt, die ein neutrales Fragment mit der Masse 44 verlieren. Es handelt sich um die lonen
mit m/z = 205 und m/z = 163. Das Auftreten des m/z = 205 Signals ist der Beweis, dal3
das Molekulion eine Gruppe mit der Masse 44 abspaltet.

Da die Linked Scan-Massenspektren stets nur wenige Signale zeigen, werden die Er-
gebnisse dieser Messungen im folgenden tabellarisch dargestellt.

Tab. 12 zeigt die Resultate fir die verschiedenen (-)-Germacren D-Molekiile.
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Molekdl Tochterionen von constant loss von constant loss von
m/z = 205 43 amu 44 amu
11-PH]-(-)-Germacren D 161 - 205
6-[*H]-(-)-Germacren D 162 205 -
7-[*H]-(-)-Germacren D 162 205 -

Tab. 12 Ergebnisse der Linked Scan Messungen fur (-)-Germacren D.

Die Ergebnisse beweisen, dal3 Signale bei m/z = 161 bzw. m/z = 162 der Abspaltung
einer deuterierten bzw. undeuterierten Isopropylgruppe aus den Molekllionen zugeordnet
werden konnen.

4.6.3 Cyclisierungsmechanismus von (+)-Germacren-D-Synthase

Die DEAE-aufgereinigte Enzym-Fraktion wurde mitl R-[1-°H]-FDP,
(19-[1-*H]-FDP und [10%H]-FDP inkubiert. Inkubationsprodukte wurden massenspek-
trometrisch analysiert (siehe Kapitel 4.6.2). Abb. 88 zeigt die Massenspektren von deute-
riertem (+)-Germacren D als Inkubationsprodukt der deuterierten Substrate.

Eine Zuordnung der Spektren zu den verschiedenen (+)-Germacren D-Molekilen er-
folgte durch Vergleich mit den entsprechenden (-)-Germacren D-Spektren (Abb. 83). Es
wurde die Tatsache ausgenutzt, dal’ es sich um Spektren von Enantiomeren handelt, die
identisch sind. Au3erdem konnte der untere Massenbereich der Spektren fur eine Zuord-
nung genutzt werden. Abb. 89 zeigt die Zuordnung der Inkubationsprodukte zu den Sub-
straten.

Die Resultate lassen sich durch einen Cyclisierungsmechanismus erklaren, bei dem
(+)-Germacren D Uber einen doppelten 1,2-Hydrid-Shift gebildet wird (Abb. 90).

Im ersten Schritt wird FDP unter Abspaltung von Diphosphat zu einem Germacrenyl-
kation cyclisiert; der einleitende Schritt ist somit identisch mit dem ersten Schritt der
(-)-Germacren D-Biosynthese. Das gebildete Kation A verschiebt seine positive Ladung
durch einen 1,2-Hydrid-Shift, es entsteht Kation B. C-7 von Kation B tragt nun die positi-
ve Ladung. Durch einen weiteren 1,2-Hydrid-Shift wird Kation C gebildet und die Konfi-
guration an C-7 festgelegt. Die Ergebnisse der Markierungsexperimente zeigen, dal3 im
zweiten 1,2-Hydrid-Shift ausschliel3lich pRsH-1 verschoben wird. Im letzten Schritt
wird ein Proton abgespalten und Elektronenpaare verschoben um (+)-Germacren D zu
bilden.
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Abb. 88 Massenspektren (El, 70 eV) von (+)-Germacren D als Inkubationsprodukt von
(1R)-[1-*H]-FDP (a); 9-[1-*H]-FDP (b) und [L0*H]-FDP (c).
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(1R)-[1-°H]-FDP 7-[?H]-(+)-Germacren D

i T
(19-[1-2H]-FDP 6-[2H]-(+)-Germacren D
\ D E—
/ \ /I/,,'.K
D
OPP,
[10-°H]-FDP 11-[°H]-(+)-Germacren D

Abb. 89 Inkubationsprodukte verschiedener deuterierter FDP-Substrate mit (+)-Germacren-D-
Synthase.

Molecular Modelling-Studien zeigten, dafld der doppelte 1,2-Hydrid-Shift unter Kon-
formations Aspekten problemlos moéglich ist (Abb. 91).

Molecular Modelling beweist, dal3 sich im Kation A zwei Wasserstoffatome in der er-
forderlichenAnti-Stellung zu den freien Molekulorbitalen der Isopropylgruppe befinden.
Zum einen prdR-H-1 und zum anderen das Wasserstoffatom an C-7. Die Migration von
pro-R-H-1 wirde zu einem 1,3-Shift und somit zur Bildung von (-)-Germacren D fuhren.
Dieser Fall liegt bei der (-)-Germacren-D-Synthase vor (siehe Kapitel 4.6.2). Die
(+)-Germacren-D-Synthase katalysiert hingegen einen 1,2-Hydrid-Shift, der ein Wasser-
stoffatom von C-7 zu C-11 verschiebt. An dieser Stelle wird die Bedeutung der enzymati-
schen Katalyse besonders deutlich: im Germacrenylkation ist sowohl ein 1,2- als auch ein
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1,3-Hydrid-Shift stereochemisch mdglich. Unter enzymfreien Bedingungen wirde also
die Bildung eines Racemats erwartet werden. In Anwesenheit der Enzyme wird jedoch
jeweils enantioselektiv nur eines der moglichen Produkte gebildet.

1,2-Hydrid Shiftl

AN

N
-
NJ
C

OPP,

(E,B-FDP Kation A
(= Germacrenylkation 1)

1,2-Hydrid Shiftl
)=
\j //,,,'.( _H® //,,".(
CH, H
)

Kation B Kation C (+)-Germacren D

Abb. 90 Cyclisierungsmechanismus der (+)-Germacren-D-Synthase.

Das dreidimensionale Modell von Kation B verdeutlicht, daf3 nuiRgkb4 in der er-
forderlichenAnti-Stellung zu den freien Molekdilorbitalen ist. Die Konsequenz ist ein
zweiter 1,2-Hydrid-Shift. Ebenfalls zeigt sich, dal’3 das Hydrid C-7 nur voRe8eite
angreifen kann. Dieser Angriff legt die Konfiguration an C-7 fest. Es wurde eindeutig
bewiesen, dal} durch einen doppelten 1,2-Hydrid-Shift ausschlie3lich (+)-Germacren D
synthetisiert werden kann.

Fazit: Nach einer initialen Cyclisierung von FDP zu einem Germacrenylkation sind
sowohl ein doppelter 1,2-Hydrid-Shift als auch ein einfacher 1,3-Hydrid-Shift stereoche-
misch maoglich. Ersterer fuhrt zu (+)-Germacren D, letzterer fihrt zu (-)-Germacren D.
Welcher Weg eingeschlagen wird, wird ausschliel3lich durch das katalysierende Enzym
bestimmt.



106 Spezieller Teil
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Abb. 91 Molecular Modelling des (+)-Germacren-D-Synthase-Cyclisierungsmechanismus'
(durchgefihrt mit Chem3D Pro, Cambridge Soft). Die linke Seite der Abbildung zeigt
den Reaktionsverlauf in herkémmlicher Zeichnungsweise, die rechte Seite zeigt die
dreidimensionalen Modelle der Strukturen.

Von den deuterierten (+)-Germacren D Molekilen wurden auch Linked Scan-Messun-
gen durchgefuhrt (Tab. 13).
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Molekdl Tochterionen von constant loss von constant loss von
m/z = 205 43 amu 44 amu
11-PH]-(+)-Germacren D 161 - 205
6-[°H]-(+)-Germacren D 162 205 -
7-[*H]-(+)-Germacren D 162 205 -

Tab. 13 Ergebnisse der Linked Scan-Messungen fur (+)-Germacren D.

Die Ergebnisse beweisen, dal3 die Signale von m/z = 161 bzw. m/z = 162 aus der Ab-
spaltung einer deuterierten bzw. undeuterierten Isopropylgruppe resultieren.

4.6.4 Cyclisierungsmechanismus von (-i-Gurjunen-Synthase

Die DEAE-aufgereinigte Enzym-Fraktion wurde mitR)-[1-°H]-FDP, (19-[1-°H]-

FDP und [1L0*H]-FDP inkubiert. Inkubationsprodukte wurden massenspektrometrisch
analysiert (siehe Kapitel 4.6.2). Wie bereits in Kapitel 4.3.4 (Seite 57) ausfuhrlich ge-
schildert, handelt es sich bei der (HGurjunen-Synthase um eine Multi-Produkt-
Synthase, die zusatzlich (y9Gurjunen synthetisiert. Somit muf3ten jeweils die Massen-
spektren von (-x-Gurjunen und (+)~Gurjunen analysiert werden. Um einen Vergleich

der Spektren zu ermoglichen, zeigt Abb. 92 zunéchst die Massenspektren von unmar-
kiertem (-)a-Gurjunen und (+)~Gurjunen.

Das Vorhandensein eines Dreiringes {beid-surjunen} bzw. einer Isopropylen-
gruppe {bei (+)y-Gurjunen} erschwert es, Aussagen uber mdgliche Zerfallsmuster zu
machen.

Abb. 93 zeigt die Massenspektren von-fsurjunen als Inkubationsprodukt ver-
schiedener FDP-Substrate.

Die Massenspektren liefern ein uUberraschendes Ergebnis: Deuteriumatome aus
(19-[1-*H]-FDP und [10%H]-FDP werden in das Zielmolekil eingebaut, wie durch die
Molekilmasse von m/z = 205 {8,’H) bewiesen wird (Abb. 93a und c). Das Deute-
riumatom aus {R)-[1-*°H]-FDP wird hingegen nicht in (-Gurjunen eingebaut (Abb.
93b), das Massenspektrum zeigt einen Molekilpeak bei m/z = 204 und ist identisch mit
dem der unmarkierten Verbindung. Zusatzliche Inkubationen mi?LJiIFDP zeigten
als Inkubationsprodukt (~Gurjunen mit einem Molekllpeak bei m/z = 205, d.h. es
wird nur eines der beiden Deuterium-Atome aus der 1-Position von FDP in das Zielmole-
kil eingebaut. Die Ergebnisse der Inkubationen &iR)-{1-?H]-FDP sind somit keine
Artefakte.
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Abb. 92 Massenspektren (El, 70 eV) von ¢)Gurjunen und (+)-Gurjunen.

Aufgrund eines intensiven Signal-Scramblings in den Massenspektren der deuterierten
Verbindungen (z.B. &hnliche Intensitaten von m/z = 161 und m/z = 162 in Abb. 93a) ge-
lingt es nicht, eine Zuordnung von Molekulfragmenten zu bestimmten Signalen durchzu-
fuhren. Somit bleibt zunachst ungeklart in welcher Position sich die Deuterium-Atome
befinden. Das Scrambling ist darauf zurlckzufihren, dal3 das Dreiringsystem in dem

Molekul gespalten wird und dabei eine Reihe von nicht vorhersagbaren Folgereaktionen
(Umlagerungen etc.) ablaufen.
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Die Massenspektren des als Nebenprodukt produzierteaGtyjunens wurden eben-
falls analysiert (Abb. 94).

Die Massenspektren zeigen ahnliche Ergebnisse wie beiGyfjunen. Die Dearium-

Atome aus 19-[1-?H]-FDP und [10%H]-FDP werden in das Zielmolekul eingebaut {be-
wiesen durch die Molekilmasse von m/z = 205HKG*H), Abb. 94a und c}, wahrend
Deuterium aus1(R)-[1-?H]-FDP nicht in (+)y-Gurjunen eingebaut wird (Molekilmasse:
m/z = 204, Abb. 94b). Scrambling in den Spektren verhindert die Zuordnung von Frag-
menten zu bestimmten Signalen. Eine Bestimmung der Deuterium-Position in den Mole-
kilen ist daher mit Hilfe der Massenspektren nicht moglich.

Die Postulierung eines Cyclisierungsmechanismus ist auch ohne genaue Kenntnis der
Deuterium-Positionen moglich. Dabei wird sich die Tatsache zu nutze gemacht, dafd es
sich um eine Multi-Produkt-Synthase handelt. Der Mechanismus muf3 folgende Bedin-
gungen erfullen:

» Es mul3 ein kationisches Intermediat geben, das sowohl auGuHqunen, als auch zu
(+)-y-Gurjunen weiterreagieren kann. Nur so kann die Fahigkeit der Synthase erklart
werden, beide Produkte zu synthetisieren.

* Die Reaktion mul3 so ablaufen, dal3 @&é+-1 und H-10 von FDP sowohl in
(-)-a-Gurjunen, als auch in (¥-Gurjunen eingebaut werden.

Weiterhin mul3 die Reaktion so ablaufen, da3id-1 von FDP wahrend der Cycli-
sierung irreversibel abgespalten wird (z.B. durch Ubertragung auf eine Aminosaure des
Aktiven Zentrums der Synthase).

Abb. 95 zeigt einen moglichen Mechanismus, der alle genannten Bedingungen erfullt.
Erster Schritt ist die bereits bekannte Abspaltung von Diphosphat aus FDP unter Bildung
eines Germacrenylkations (Kation 1), das identisch ist mit den Germacrenylkationen aus
den (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase-Mechanismen (siehe Kapitel 4.6.2 und 4.6.3). An
Kation 1 erfolgen dann verschiedene Umlagerungen und insgesamt drei 1,2-Hydrid-
Shifts, so dafd letztlich Kation 6 gebildet wird. An dieser Stelle wird ein Proton irreversi-
bel von dem Kation abstrahiert und auf die Synthase lbertragen, dabei handelt es sich um
das ehemalige prB-H-1 vom Substrat FDP. Aus Kation 6 wird Isoleden gebildet, das
allerdings am Enzym gebunden bleibt und dort zu Kation 7 reprotoniert wird.
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Abb. 94 Massenspektren (El, 70 eV) von (yfzurjunen als Inkubationsprodukt von
[10-°H]-FDP (a); (R-[1-*H]-FDP (b) und {9-[1-*H]-FDP (c).
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Kation 7 ist der Verzweigungspunkt der Reaktion. Um die positive Ladung des Kations
ausgleichen zu kénnen, stehen zwei verschiedene Moglichkeiten der Protonenabstraktion
zur Verfugung; eine fuhrt zur Bildung von @)}Gurjunen,die andere zur Bildung von
(+)-y-Gurjunen. Die Synthase scheint in der Lage zu sein, die kationischen Zwischenpro-
dukte 1 bis 6 sowie Isoleden an sich zu binden, wahrend die Kapazitat Kation 7 zu binden
etwas reduziert ist. Dies fuhrt dazu, daf} Kation 7 von dem Enzym ,abfallen* kann (in 9%
der Falle) und dann zu dem stabileren y+3urjunen reagiert. Das instabilere
(-)-a-Gurjunen wird ebenfalls aus Kation 7 gebildet, allerdings nur unter Katalyse der
Synthase (in 91% der Falle).

Der postulierte Mechanismus ist in der Lage alle Markierungsexperimente richtig zu
deuten und liefert gleichzeitig eine Erklarung fur die ,Multi-Produkt-Synthase-Eigen-
schaften” der Synthase.

Durch das starke Scrambling der Signale in den Massenspektren erschien die Aufnah-
me von Linked Scan-Messungen wenig erfolgversprechend, sie wurden daher nicht
durchgefihrt. Da die experimentellen Befunde keine ausreichende Auskunft Gber die
Konfiguration der Stereozentren in den kationischen Intermediaten geben, erschien auch
Molecular Modelling nicht sinnvoll.

Aus den obengenannten Grinden ist der in Abb. 95 gezeigte Cyclisierungsmechanis-
mus nur als Postulat zu betrachten, das nicht endgultig bewiesen werden kann. Der Me-
chanismus ist so komplex, dal3 er abschlie3end nur durch NMR-spektroskopische Metho-
den bewiesen werden konnte. Dazu mufte die Synthase aber in wesentlich gré3eren
Mengen vorliegen, d.h. ihre cDNA muf3te isoliert und z.BE ircoli exprimiert werden,
um grol3e Mengen der Produkte synthetisieren zu kbnnen. Ein solches Vorgehen war al-
lerdings nicht mehr Aufgabe der vorliegenden Dissertation.
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Abb. 95 Postulierter Cyclisierungsmechanismus furo(-isurjunen-Synthase.
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4.7 Ausblick: Verbleib von (-)-a-Gurjunen in S. canadensis

Die Isolierung der (--Gurjunen-Synthase zeigte bereits, dal’ von eiSecanaden-
sis Enzymrohextrakt (-ix-Gurjunen in vergleichbaren Mengen wie Germacren D synthe-
tisiert wird (Kapitel 4.3.4, Seite 57). Die Analyse des &therischen Ols zeigte hingegen,
daf’ im Durchschnitt 3% (g-Gurjunen und 50% Germacren D (beide Enantiomere zu-
sammengezahit) in dem Ol vorhanden sind. Anstelle einer fwi@urjunen Konzentra-
tion wird in dem &atherischen Ol eine hohe (-)-Cyclocolorenon-Konzentration gefunden.
Einen Vergleich der Produktverhaltnisse im Enzymextrakt und atherisctiéfl gdigt
Tab. 14.

Anteil (%) im atherischen Anteil (%) in Assays des

Verbindung Ol Enzymrohextraktes
(+)/(-)-Germacren D 45 50
(-)-a-Gurjunen 3 42
(+)-y-Gurjunen 3 4
(-)-Cyclocolorenon 38 0

Tab. 14 Prozentuale Zusammensetzung der Verbindungen im atherischen Ol und in Assays des
Enzymrohextraktes vo8. canadensigdie Werte sind gemittelt aus den Ergebnissen
verschiedener Pflanzenmaterialien).

Die Ergebnisse der Enzymrohextrakte bewiesen, dal3 die Pflanze eine grof3e Menge
(-)-a-Gurjunen produziert. Der niedrige Anteil von (Gurjunen im atherischen Ol ist
somit ein klares Indiz fir seine ,Weiterverwendung® durch die Pflanze. Es ist nahelie-
gend, dafl3 (-ix-Gurjunen in vivo oxidiert wird. Tab. 14 zeigt, dal3 das wahrschein-
lichste Oxidationsprodukt das Sesquiterpenketon (-)-Cyclocolorenon ist. Ein Vergleich
der Strukturen von (-0~Gurjunen und Cyclocolorenon suggeriert eine biogenetische
Verwandtschaft beider Verbindungen. Abb. 96 zeigt den Verlauf einer méglichen Oxida-
tion von (-)a-Gurjunen zu Cyclocolorenan vivo.
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Abb. 96 Mogliche Biogenese von (-)-Cyclocolorenon.

Wie bereits aus der Biosynthese von anderen Terpenketonen bekannt ist (siehe Carvon
Biosynthese, Kapitel 3.2.4, Seite 30), kdnnen Terpene durch Cytochrom P450-
Monooxygenasen zu Alkoholen oxidiert werden. Die Alkohole werden dann durch Dehy-
drogenasen zu Ketonen oxidiert.

Cytochrom P450-Monooxygenasen sind membranstandige Enzyme, die eine Ham-
Gruppe besitzen. Die Enzyme sind Uber einen ,Proteinanker® an Membranen gebunden.
Als Co-Faktoren benétigen sie NADPH und @ls Elektronendonator der Monooxyge-
nasen fungiert ein weiteres Enzym, die NADPH:Cytochrom P450-Reduktase, die stets
neben der Monooxygenase an eine Membran gebunden ist und FAD bzw. FMN als Co-
Faktor benotigt®®,

Die Erstellung eines 100,090Jberstandes als Enzymrohextrakt hat zur Folge, daf
samtliche Membranreste und microsomale Bestandteile aus dem Extrakt entfernt werden.
Auch ein Grof3teil der Monooxygenasen sind somit aus dem Rohextrakt entfernt. Inkuba-
tionen des Rohextraktes mit FDP synthetisieren dann zwar@Gyfjunen, da die oxidie-
renden Enzyme aber grof3tenteils fehlen, bleibt die Biosynthese von Cyclocolorenon be-
reits auf der Stufe des Sesquiterpens sfeliias erklart die Diskrepanz der Produktver-
teilung im Rohextrakt und im &atherischen Ol.

Um diese Hypothese zu prufen, wurde ein modifizierter Enzymrohextrakt hergestellt.
Anstelle einer 100,0@PZentrifugation wurde nur eine 4,59@entrifugation durchge-
fuhrt, so dal3 sich samtliche Monooxygenasen im Extrakt befanden. Der Extrakt wurde
dann in einem ebenfalls modifizierten Macroassay auf Enzymaktivitat untersucht: neben
dem Substrat [H]-FDP wurden zusatzlich die Co-Faktoren fiir Monooxygenasen hin-
zugefugt (NADPH, FAD und FMN). Da NADPH nicht in grof3en Mengen zugefiigt wer-
den kann (es sollten hochstens katalytische Mengen verwendet werden), wird stattdessen

" Ein weiteres Problem ist, daR unter Standardbedingungen des Macroassays der Co-Faktor NADPH fiir die Mo-
nooxygenasen nicht zugefigt wird. Allerdings befindet sich (zumindest im Enzymrohextrakt) noch eine gewisse
Restmenge NADPH, so daf? Oxidationsreaktionen nicht vollig ausgeschlossen sind.
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ein NADPH erzeugendes System hinzugefluigt. Es besteht aus NADPH (in katalytischen
Mengen), Glucose-6-Phosphat und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase; dieses Systen
ist in der Lagen situ frisches NADPH zu bilden. Produkte des Assays wurden in
Diethylether extrahiert und mittels Radio-GC analysiert (Abb. 97).

Farnesol

cps
---(-)-a-Gurjunen

-Germacren D

1y
-
pm_——
’

cps
- Sesquiterpenalkohol %

T T T T T T I T T I T I
10 15 20 25
min

Abb. 97 Radio-GC-Analyse der Macroassay-Produkte des Standard-Enzymrohextraktes und des
modifizierten Enzymrohextraktes (EconoCap EC-WAX-KapillarsduléC7dr 1 min
mit 5°C/min - 210°C). A: Radiosignal der Assay-Produkte vom 100@B®hextrakt;
B: Radiosignal der Assay Produkte vom 4 &®hextrakt.

Ein Vergleich der Assay-Produkte eines ,Standard“-10@&R06hextraktes mit den
Produkten eines 4,50Rohextraktes (inkl. Assay, das NADPH, FAD und FMN enthélt)
zeigt deutliche Unterschiede. Wahrend das Standard-Assay eine hohe Konzentration an
(-)-a-Gurjunen synthetisiert und nur geringe Mengen eines Sesquiterpenalkohols (Abb.
97A), wird von dem 4,50pExtrakt nur noch wenig-Gurjunen und daflr eine grbf3ere
Menge des Sesquiterpenalkohols synthetisiert (Abb. 97B). In beiden Fallen ist die syn-
thetisierte Menge an Germacren D fast identisch, somit kann ausgeschlossen werden, dalf:



Spezieller Teil 117

die Reaktionsbedingungen im Assay des 4g5bxiraktes generell eine Reduzierung von
Sesquiterpen-Synthase-Aktivitat hervorrufen. Kontrollexperimente mit denaturierten En-
zymextrakten unter gleichen Assay-Bedingungen zeigten keine Produktion des Sesquiter-
penalkohols, es kann sich somit nicht um ein Artefakt handeln.

Dal} es sich tatsachlich um einen Sesquiterpenalkohol handelt, konnte nicht abschlie-
Rend bewiesen werden, allerdings spricht die gemessene Retentionszeit fir die Tatsache,
dal3 es sich um ein oxygeniertes Sesquiterpen handelt. Cyclocolorenon kann es jedoch
nicht sein, da Koinjektionen mit unmarkiertem Cyclocolorenon bewiesen, dal3 es sich
nicht um dieses Keton handelte. Es ware allerdings auch sehr tiberraschend, wenn Cyclo-
colorenon synthetisiert werden wirde, dazu ware zusatzlich noch eine Dehydrogenase-
Aktivitat notig. Da Dehydrogenasen ein pH-Optimum bei pH 10 besitzen, die Inkubatio-
nen aber bei pH 7.2 durchgefihrt wurden, ist eine Dehydrogenase-Aktivitdt auszuschlie-
3en.

Das gezeigte Oxidationsexperiment beweist, dal3 si€h aanadensiexidierende En-
zyme befinden, deren Substrat ¢(9Gurjunen ist. Ob es sich dabei um Cytochrom P450-
Monooxygenasen handelt, die Cyclocolorenol synthetisieren, konnte nicht geklart wer-
den, da kein Cyclocolorenol Standard synthetisiert werden konnte.

Cyclocolorenol konnte bisher nicht als Naturstoff nachgewiesen werden. Literaturstel-
len, die Cyclocolorenol angeblich auf chemischen Wege aus Cyclocolorenon syntheti-
sierten (Abb. 98)*%%") gehen jeweils nicht auf die Isolierung des Produktes ein und kén-
nen weder Massenspektren noch vollstandige NMR-Spektren von isoliertem Cyclocolo-
renol liefern.

T
e
T
n

LiAIH,

Cyclocolorenon Cyclocolorenol

Abb. 98 Synthese von Cyclocolorenol.

Bei der in Abb. 98 gezeigten Synthese muf3ten zwei diastereomere Produkte entstehen.
Allerdings gehtAsakawa et dP¥ bei der Beschreibung der Synthese nicht auf die Tren-
nung der Diastereomeren ein, trotzdem werden einige unvollstindige NMR-Daten von
Cyclocolorenol genannt.
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Eigene Versuche Cyclocolorenol auf dem in der Literatur beschriebenen Wege herzu-
stellen, scheiterten an der Isolierung des Produktes. Nach der Synthese zeigte sich in einel
GC-MS-Analyse, das eine Vielzahl von Sesquiterpenalkoholen produziert wurden. Auch
alternative Synthesen unter verschiedenen Reaktionsbedingungen und mit einem anderer
Reduktionsmittel (NaBE) lieferten ein komplexe Produktmischung. Eine Isolierung der
jeweils synthetisierten Alkohole scheiterte, obwohl die Trennung an Kieselgel, an
basischen Aluminiumoxid und mittels praparativer Gaschromatographie versucht wurde.
Wahrend der Trennungen erfolgten zahlreiche Umlagerungen und Dehydratisierungen zu
weiteren Sesquiterpenalkoholen bzw. Sesquiterpenen-Kohlenwasserstoffen. Unter diesen
Umstanden erscheint es wahrscheinlich, dal3 Cyclocolorenol eine sehr labile Verbindung
ist. Dies wirde auch erklaren, warum sie bisher nicht als Naturstoff identifiziert wurde.

In vivo kdnnte Cyclocolorenol direkt nach der Synthese von einer Monooxygenase an
eine Dehydrogenase ,weitergegeben” werden, ohne dabei ins Cytosol zu gelangen (Multi-
Enzymkomplex). Unter diesen Bedingungen scheint es relativ aussichtslos Cyclocolore-
nol als Assay-Produkt zu identifizieren. Der vom 4 g&Ehzymextrakt produzierte Ses-
quiterpenalkohol durfte somit ein Umlagerungsprodukt von Cyclocolorendl sein

" Da im 4,500-Rohextrakt Assay mit einem pH von 7.2 gearbeitet wurde, ist die Dehydrogenase des Multi-
Enzymkomplexes inaktiv, produziertes Cyclocolorenol wird nicht weiter oxidiert, sondern verlat den Komplex und
lagert sich im walrigen Medium des Assays um.
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5 Zusammenfassung

Die Aufklarung der Terpen-Biosynthese hat in den letzten zehn Jahren eine grof3e
Weiterentwicklung erfahren. Zun&chst wurden nur relativ einfach zu isolierende Terpen-
Synthasen aus Schimmelpilzen analysiert. Mittlerweile ist es durch den Einsatz moder-
ner Enzym-Separationstechniken sogar moglich, Terpen-Synthasen aus héheren Pflanzen
zu isolieren. Neben der Isolierung von Synthasen spielt auch die Analyse ihrer
Funktionsweise eine entscheidende Rolle.

Die vorliegende Dissertation beschaftigte sich mit der Isolierung und Charakterisierung
von drei neuen Sesquiterpen-Synthasen aus der hoheren Btaileyo canadensigu-
satzlich wurden die Mechanismen der Produktbildung aufgeklart.

Isolierung von (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase

Da bislang die Biosynthese von Sesquiterpen-Enantiomeren nicht untersucht wurde,
sollte nun die Biogenese beider Germacren D-Antipoden analysiert werden. Fir die Un-
tersuchungen wurde die héhere PflaBzeanadensiausgewéhlt, da in ihrem &therischen
Ol (+)- und (-)-Germacren D in vergleichbaren Verhaltnissen gefunden wird. Dies ist eine
seltene Ausnahme, da normalerweise von lebenden Organismen nur eines der moglichen
Enantiomere einer chiralen Verbindung synthetisiert wird.

Es gelang zwei unterschiedliche Sesquiterpen-Synthasen aus der Pflanze zu isolieren:

* (+)-Germacren-D-Synthase, die enantiomerenreines (+)-Germacren D synthetisiert und
* (-)-Germacren-D-Synthase, die enantioselektiv (-)-Germacren D produziert.

Beide Synthasen wurden biochemisch charakterisiert. Die Analyse ihrer Molmasse,
pH-Optimum und kinetischer Parameter zeigten, dal3 es sich um &ahnliche Synthasen han-
delt, die dennoch in der Lage sind, die Biosynthese von verschiedenen Produkten zu ka-
talysieren.

Mechanistische Studien mit (+)- und (-)-Germacren-D-Synthase

Substrat der beiden Synthasen ESHj-Farnesyldiphosphat (FDP). Fir mechanistische
Studien wurden Deuterium-markierte FDP-Analoge synthetisiert. Im einzelnen wurden
folgende Substrate hergestellt:

¢ (E,B-[1,1°H,])-Farnesyldiphosphat ¢ (E,E)-(1R)-[1-*°H]-Farnesyldiphosphat
¢ (E,B-(19-[1-*H]-Farnesyldiphosphat ¢ (E,E)-[10-°H]-Farnesyldiphosphat
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Fur die Synthesen waren teilweise enantioselektive Reaktionen noétig, die HLADH
(Horse-Liver-Alcohol-Dehydrogenase) als chiralen Katalysator verwendeten.

Anschlielende Inkubationen der isolierten (+)- und (-)-Germacren-D-Synthasen mit
den deuterierten Substraten lieferte als Produkt deuterierte Germacren D-Enantiomere.
Durch Bestimmung der Deuterium-Positionen in den Produkten war es moglich, fir beide
Synthasen einen Cyclisierungsmechanismus zu etablieren. Die Produkt-Analyse erfolgte
unter Einsatz von GC-MS und Linked Scan-Massenspektrometrie.

Als Ergebnis wurde fiir (+)-Germacren-D-Synthase ein Mechanismus gefunden, der
unter zweimaligem 1,2-Hydrid-Shift zum Produkt fuhrt. (-)-Germacren-D-Synthase syn-
thetisiert ihr Produkt via einem 1,3-Hydrid-Shift.

Es wurde erstmals bewiesen, dal3 eine Pflanze zwei unterschiedliche Enzyme besitzt,
die fur die Biosynthese von Sesquiterpen-Enantiomeren verantwortlich sind.

(-)-a-Gurjunen-Synthase

Das Sesquiterpenketon Cyclocolorenon wird ebenfalls in groReren Mengen im atheri-
schen Ol vorSs. canadensigefunden. Seine Biosynthese verlauft vermutlich im ersten
Schritt Uber die Bildung von (Q-Gurjunen. Die entsprechende Sesquiterpen-Synthase
{(-)- a-Gurjunen-Synthase} wurde ebenfalls aus der Pflanze isoliert und ihre biochemi-
schen Parameter ermittelt.

Zudem wurde bewiesen, dald es sich bei der Synthase um eirg-EMdukt-
Synthase“ handelt, die neben HGurjunen zu 9% (+}§Gurjunen synthetisiert. Diese
Eigenschatft liegt vermutlich in der Art des Cyclisierungsmechanismus begriindet.

Da hohere Pflanzen Sesquiterpen-Synthasen nur in geringen Konzentration besitzen, ist
die Synthese von grof3eren Produktmengen ausgeschlossen. Somit ist die Moglichkeit der
Mechanismus-Aufklarung unter Einsatz von NMR-Techniken erschwert. Inkubationen
mit den oben genannten deuterierten Substraten ermdglichten es dennoch, einen Cyclisie-
rungsmechanismus fur die Synthase mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen zu
postulieren. Der Mechanismus macht die Bildung vony{&urjunen als Nebenprodukt
plausibel. Da es sich um einen komplexen Prozess handelt, ist ein endgultiger Beweis da-
fur auf Grundlage von Massenspektren nicht mdglich.

Die zukunftige Forschung im Bereich der Terpen-Biosynthese wird sich daher ver-
starkt dem Problem stellen miissen, Systeme zu erarbeiten, mit denen grél3ere Mengen ar
Synthasen produziert werden kdnnen. An vielversprechender Ansatz scheint die Isolie-
rung von Synthasen-cDNA und deren Expressida.iooli zu sein.




Summary 121

6 Summary

Over the last ten years, elucidation of terpene biosynthesis became more and more
important. In the beginning, only those terpene synthases were analyzed which could
easily be obtained from fungal sources. Meanwhile, highly sophisticated enzyme isolation
techniques made it possible to use higher plants as source of terpene synthases. After the
isolation of new synthases, consequently, also their mechanisms were investigated.

This work deals with the isolation and characterization of three new sesquiterpene
synthases from the higher plaBblidago canadensisMoreover, the mechanisms of
product formation were examined for all three synthases.

Isolation of (+)- and (-)-germacrene D synthase

Due to a lack of investigations in the area of enantiomeric sesquiterpene biosynthesis,
the formation of both germacrene D enantiomers should be examined. To that end, the
higher plantS. canadensisvas chosen, because its essential oil contains (+)- and
(-)-germacrene D in similar amounts. This is a rare exception for living organisms, which
usually synthesize only one of the two possible enantiomers of a chiral compound.

Two distinctly different synthases were isolated from the plant:

* (+)-Germacrene D synthase, which produces enantiomerically pure (+)-germacrene D
and
* (-)-Germacrene D synthase, which synthesizes enantioselectively (-)-germacrene D.

Biochemical properties of both synthases were investigated. Analysis of the molecular
mass, optimum pH, and kinetic parameters indicated two very similar synthases.
However, both synthases are able to catalyze the formation of different enantiomers.

Mechanistic studies of (+)- and (-)-germacrene D synthases

Both synthases use the ubiquitous precursor farnesyl diphosphate (FDP) as a substrate.
To perform mechanistic studies on the synthases, the following FDP analogues were
synthesized carrying deuterium labels in different positions:

¢ (E,B-[1,1°H,)-farnesyl diphosphate ¢ (E,E)-(1R)-[1-*H]-farnesyl diphosphate
¢ (E,B-(19-[1-*H]-farnesyl diphosphate ¢ (E,E)-[10-°H]-farnesyl diphosphate

For enantioselective synthesis, HLADH (Horse-Liver-Alcohol-Dehydrogenase) was
utilized as chiral catalyst.
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Incubations of the isolated (+)- and (-)-germacrene D synthase with the deuterated
substrates gave rise to deuterated germacrene D enantiomers. Determination of the
deuterium label in the products made it possible to establish cyclization mechanisms for
both synthases. Product analysis was performed by using GC-MS and linked scan mass
spectrometry.

The action of (-)-germacrene D synthase involves a 1,3-hydride shift, whereas
(+)-germacrene D is formed via a double 1,2-hydride shift.

For the first time it was shown, that one plant species contains two different enzymes
for the biosynthesis of sesquiterpene enantiomers.

(-)-a-Gurjunene synthase

The sesquiterpene ketone cyclocolorenone is another main component of the essential
oil of S. canadensidt is likely that the sesquiterpene (+jgurjunene is the biosynthetic
precursor of cyclocolorenone. Therefore, alsaifgurjunene synthase was isolated from
S. canadensiand its biochemical properties were investigated.

Additionally, it was demonstrated, that (}gurjunene synthase is responsible for the
formation of (+)y-gurjunene in minor amounts (9%). Therefore, the cyclization
mechanism of this multi-product synthase was elucidated.

Higher plants usually contain only low concentrations of sesquiterpene synthases e.g.
the synthesis of higher product amounts is not feasible. For this reason it is also
impossible to apply NMR techniques for the elucidation of cyclization mechanisms.
Nevertheless, incubations of @)gurjunene synthase with the above mentioned FDP
analogues followed by product analysis using GC-MS, made it possible to work out a
hypothesis for the cyclization mechanism. This mechanism gives a reasonable
explanation for the formation of (#}gurjunene as a side product. A final prove for the
mechanism by using exclusively mass spectrometry was impossible.

To overcome such problems, future research on terpene biosynthesis has to achieve a
scale up of the synthase production. A promising practice could be the isolation of
synthases cDNA and their expressiofkircoli
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7 Experimenteller Teil

7.1 Geréate und Reagenzien

Losungsmittel und Chemikalien

Losungsmittel wurden von den Firmdferck Fluka und Janssen Chimichezogen und

in den Reinheitsgraden ,p.a., absolut* oder ,HPLC-grade® direkt verwendet. Losungs-
mittel des Reinheitsgrades ,zur Synthese* wurden vor ihrer Verwendung destilliert.
Diethylether und Pentan der Firldanssen ChimicéReinheitsgrad ,p.a., absolut®) wur-

den vor Extraktionen von Enzymassays einer Feindestillation unterzogen, um kontaminie-
rende Antioxidantien bzw. langerkettige Alkane zu entfernen. Deuterierte Losungsmittel
wurden von der FirmBeuteroin 99.5% Reinheit verwendet.

Reagenzien fur die Synthese von deuterierten Farnesyldiphosphaten wurden von den Fir-
menMerck Fluka oderAldrich bezogen. Reagenzien flr die biochemische Analytik wur-
den von den FirmeBigma Janssen ChimicgaAcros WhatmanBaker, Serva Merck
Pharmacia-Biotech und Bio-Rad verwendet. [1(n)*H]-Farnesyldiphosphat-
triammoniumsalz wurde von der Firmdanershamund unmarkiertes FDP von der Firma
Sigmaerworben.

Standards der Sesquiterpamésurjunen undy-Gurjunen wurden von der Firnfduka
bezogen.

Handhabung und Entsorgung geféhrlicher Stoffe

Alle kommerziell erworbenen Stoffe (siehe vorstehenden Absatz) wurden bezuglich ihres
Gefahrdungspotentials und ihrer Entsorgung entsprechend den Herstellerangaben behan-
delt. Fur die synthetisierten Verbindungen lagen keine toxikologischen Untersuchungen
bzw. Gefahrenhinweise vor. Die somit ,unbekannten Stoffe* wurden daher wie Giftstoffe
behandelt und in geldster Form in Sammelbehéltern fir nicht halogenierte Lésungsmittel
entsorgt.

Samtliche Versuche mit [1(rfH]-FDP wurden in speziell ausgestatteten Labors fir die
Handhabung von Radioaktivitdt in Wageningen (NL) an dem dortigen ,Instituut voor
Agrobiologisch en Bodemvruchtbaarheidsonderzoek, Dienst Landbouwkundig Onderzoek
(AB-DLO)“ durchgefuhrt (,C-level Lab* nach niederlandischer Klassifizierung). Die Ar-
beiten mit der3-Strahlern wurden unter Anwendung spezieller Sicherheitsprotokolle des
,Office of Safety and Environmental Hygiene of the DLO (BVM-DLO)*“ durchgefihrt.
Radioaktive Produkte wurden in Sammelbehaltern fur radioaktiv kontaminierte Substan-
zen entsorgt.
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Lagerung und Verwendung von empfindlichen Substanzen

Samtliche chemischen Reaktionen die absolute Lésungsmittel erforderten, wurden unter
einer Stickstoff-Schutzgasatmosphare ausgefiihrt. Synthetisierte Farnesyldiphosphate
wurden vor ihrer Verwendung an einer Gefriertrocknungsanlage der Eimnst (Modell

Beta A) lyophilisiert und entweder in fester Form untgrghutzgasatmosphare aufbe-
wahrt oder in 6.6 mM Ldsung {33% (v/v) Ethanol in walriger 200 mM Ammoniumcar-
bonat-Losung} fir Inkubationen verwendet. Unmarkiertes FDP der Figraawurde in

einer Losung von Methanol {70% (v/v)} in waliriger Ammoniak-Losung (10 mM) gela-
gert. Fur Inkubationen wurde das Losungsmitietacuomittels einer Gyrovap GT Ge-
friertrocknungsanlage abdestilliert und das FDP in einer 10 mM Vorratslésung (50% v/v
Ethanol in wéalriger 200 mM Ammoniumcarbonat-L6sung) verwendet.

Dunnschicht-Chromatographie

Fur dinnschichtchromatographische Bestimmungen wurde Aluminiumfolie der Firma
Merck verwendet, die mit Kieselgel 6Q beschichtet war (Schichtdicke 0.2 mm). Die
Detektion erfolgte durch Aufspriihen einer 10% ethanolischen Schwefelsdureldsung mit
anschlieRender Verkohlung der Substanzen durch einen Heil3luftfon.

Flissig-Chromatographie

Saulenchromatographische Trennungen wurden an Kieselgel 60 (0.040 — 0.063 mm) der
Firma Macherey-Nageldurchgefiihrt. Die Saulen wurden bei einem Uberdruck von
0.2 - 0.4 bar (,Flash-Bedingungen®) betrieben.

Hochleistungs-Flussig-Chromatographie (HPLC)

Praparative Trennungen erfolgten an einer Sédule mit RP-18 Phase (Z05cam,
LiChrosorb RP18 der FirmBischof], fir analytische Trennungen wurde ebenfalls eine
RP-18 Phase verwendet (RP-18 ,Prodigy“ der Fildm@nomengx Als HPLC Pumpe
wurde eine L-6200-Intelligent-Pump der Firiizrck-Hitachiverwendet. Die Probende-
tektion erfolgte mit einem UV-Detektor 655 A der Firfaierck-Hitachibei 214 nm.
UV-Signale wurden von einem Integrator D-2500 der FiMmaick-Hitachiausgewertet.
Samtliche verwendeten Losungsmittel wurden vor ihrer Verwendung entgast.

Kapillargaschromatographie

Samtliche gaschromatographischen Analysen wurden mit den Geraten Fractovap 2150
und 4160 der Firm&arlo Erba sowie mit einem Dani 3900 und Micromat 412 der Firma
Orion durchgefiuhrt. Die Gerate waren mit einem Splitinjektor ausgestattet und die De-
tektion erfolgte mittels Flammenionisationsdetektor (FID). Die Injektortemperatur betrug
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jeweils 200C, die Detektortemperatur 280. Als Tragergas diente Wasserstoff. Die
Aufnahme und Integration der Chromatogramme erfolgte mit den Integratoren D-2000
und D-2500 der Firmderck-Hitachisowie mit einem HP 3390 A der Firniewlett-
Packard

Praparative Gaschromatographie

Es wurden fur die praparative Gaschromatographie modifizierte Gaschromatographen des
Typs Varian 1400 bzw. Varian 2800 genutzt. Trennungen erfolgten an einer gepackten
Saule mit 2,6-Me-3-P@-CD-Phase (2.00 m x 5.3 mm Innendurchmesser, gepackt mit
Chromosorb G-HPMerckK), das mit 2.5% einer 1:1-Mischung von Polysiloxan OV-1701
und 2,6-Me-3-P€3-CD belegt war). Die Probeninjektion erfolgte direkt auf die Saulen,
die Detektion erfolgte per FID. Die Injektor-Temperatur betrug’@0@ie Detektortem-
peratur 250C. Als Tragergas diente Helium, eluierte Substanzen wurden in Teflon-
schlauchen bei 77 K ausgefroren.

Radio-Gaschromatographie

Radio-GC-Analysen wurden durchgefiihrt mit einem Fractovap 4160 Gaschromatograph
der FirmaCarlo-Erba der an einen RAGA 93 Radioaktivitdtsdetektor der FiRmgtest
gekoppelt war. Der Gaschromatograph war ausgeristet mit einer 25 m Kapillarsdule mit
6T-2,3-Mef-CD Phase (50 % in OV 1701, w/w), bzw. mit einer 30 m Kapillarsaule, die
mit einem 0.25um dickem Film von PEG belegt war (EconoCap EC-WAX, der Firma
Alltech Nederland B) Proben wurden im kalten ,,On-Column-Modus* injiziert, als Tr&-
gergas diente Wasserstoff. Ca. 20% des Saulen-Eluats wurden flr eine Flammenioni-
sationsdetektion mittels eines Splitventils zu einem FID (Detektortemperatt€Pge-

leitet. Die verbleibenden 80% des Eluats wurden metsetzt (3 mL mif) und zu ei-

nem Reaktor umgeleitet, der mit Platin-Chips (D)0gefullt war. Hier erfolgte eine
guantitative Reduktion aller organischen Substanzen. Hinter dem Reaktor wurde dem
Gasstrom Chals Quenchinggas zugefigt, bis ein Gesamt-Flow von 36 mtemnieicht

war. Danach erfolgte die Detektion von gasférmigen radioaktiven Produkten per Radio-
aktivitatsdetektor (5 mL Z&hlrohr).

Szintillationsdetektion

Tritiumhaltige Verbindungen, die nicht in der Gasphase vorlagen, wurden in 4.5 mL
,Szintillations-Cocktail“ Ultima Gold" der FirmaPackardgelost und mit dem Szintilla-
tionszahler TRI-CARB 2100 TR der FirnkRackardanalysiert. Die Angabe der gemesse-
nen Radioaktivitat erfolgte in dpm (disintegrations per minute, 1000 dpm = 0.45 nCi =
16.7 BQ).
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Gerate fur biochemische Arbeiten

Alle biochemischen Arbeiten wurden béiCloder auf Eis durchgefiihrt. Fir Zentrifuga-
tionen bis 20,00 wurde die Laborzentrifuge 2K15 der FirrBggmaverwendet, fur Ul-
trazentrifugationen bis 100,09@&ine Centrikon T-2000 Zentrifuge vdtontron Instru-

ments Der Wechsel von Pufferldsungen fur Enzymextrakte wurde mit Hilfe von Entsal-
zungssaulen des Typs Econo-Pa6 DG der Firm&io-Rad(3 mL Kapazitat) bzw. Ent-
salzungssauledes Typs HiTrap" der FirmaPharmacia(1.5 mL Kapazitat) durchge-
fuhrt, die Sadulen wurden den Herstellerangaben folgend betrieben. Sofern nétig, wurde
das Volumen von Enzymextrakten reduziert durch Aufkonzentration der Proben mittels
Ultrafiltration bei 5.00Q in Centricon 30 Konzentratoren der Firfanicon

Fast-Protein-Liquid-Chromatography (FPLC)

Trennungen von Proteinen erfolgten an einem FPLC-System der Phraranacia-Bio-

tech das mit zwei P500-Pumpen, einem Leitfahigkeitsdetektor und einem UV-Detektor
ausgestattet war. Samtliche verwendeten Puffer wurden vor ihrer Verwendung entgast.
Fur unterschiedliche Trennungen wurden folgende S&aulen verwendet: MonoQ HR 5/5
(1 mL) der FirmaPharmacia Superdex75 HR 10/30 der FirnRharmaciaund eine

5 x 200 mm Saule, gepackt mit spharischen Hydroxylapatiugisder FirmaMerck

SDS-PAGE

SDS-PAGE wurde mit Hilfe eines Gelelektrophorese-Standes der BiorRRaddurch-
gefuhrt. Fur die Gelelektrophorese wurden ,Ready-Gels” der ABimdRadverwendet

(10% Tris-HCI), die Durchfiihrung erfolgte anhand von Herstellerangaben. Fir die Kali-
brierung der Gele wurden folgende Proteinstandards verwemdedctalbumin (14.4
kDa), Soybean Trypsin Inhibitor (20.1 kDa), Carbonic Anhydrase (30.0 kDa), Ovalbumin
(45.0 kDa), Rinder-Serumalbumin (67.0 kDa) und Phosphorylase b (94.0 kDa). Die De-
tektion der Proteinbanden erfolgte durch Silver Staining mit dem ,Silver-Stain-Kit* der
FirmaBio-Rad

Protein-Assays

Die Protein-Konzentration von Enzymextrakten wurde mit dem Coomassie Plus-Assay
der FirmaPierce bestimmt. Enzymextrakte, die Tween 20 enthielten, wurden zunachst
mittels einer Entsalzungsséaule in eine 50 mM Ammoniumcarbonat-L6sung tberfuhrt und
anschliel3end ihre Protein Konzentrationen mit Hilfe des Micro-BCA-Protein-Assays der
Firma Pierce bestimmt. Als Kalibrierungsstandard fiir beide Assays wurde Rinder-
Serumalbumin verwendet. Beide Assays bestimmen Protein-Konzentrationen anhand
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photometrischer Messungen. Diese wurden mit einem UV-VIS-Spektrometer UV-160 A
der FirmaShimadzwdurchgefihrt.

Massenspektrometrie

Die massenspektrometrischen Analysen wurden an dem Sektorfeld-Gerat VG70-250S der
FirmaVG Analytical] bzw. an dem HP 5927A Mass Selective Detector~tiena Hew-
lett-Packarddurchgefiihrt. Die Messungen erfolgten mittels Elektronenstof3ionisation (El)
bei 70 eV.

Fur die Linked Scan-Massenspektrometrie wurde das Sektorfeld-Gerat VG 70-250 SE,
FirmaVG Analytical verwendet. Die Analysen erfolgten im GC-MS-Modus. Das Mas-
senspektrometer war an den Gaschromatographen HP 588@rdar Hewlett-Packard
gekoppelt, der ausgertstet war mit einer 25 m Kapillarséaule, belegt mit der chiralen
Trennphase 6T-2,3-MB-CD (50 % in OV 1701, w/w). L der Proben wurde jeweils

im ,,Splitless Mode* bei einer Injektor-Temperatur von 200njiziert. Helium diente als
Tragergas. Die Messungen erfolgten mittels El bei 70 eV. Wahrend der GC-MS-Analyse
wurden mit Hilfe eines elektronischen Datenerfassungssystems abwechselnd normale
Scans und Linked Scans in der ersten feldfreien Region durchgefthrt.

NMR-Spektroskopie

Die Messungen deH- und**C-NMR-Spektren erfolgten mit den Geraten WM 489: (

400 MHz,C: 100.62 MHz) und DRX 500: 500 MHz,*C: 125.77 MHz) der Firma
Bruker. Die Messungen voftP-NMR erfolgten an eineremini 200 BB Gerat ¥P:

81 MHz). Lésungsmittel waren CDCund CDOD. Als Referenzsignale dienten jeweils
Signale der unmarkierten Verbindungen der verwendeten Losungsmittel; GHCS =

7.26 ppm}*C: 8 = 77.7 ppm) und COH (*H: = 3.31 ppm3C: & = 49 ppm). FUF'P-

NMR Messungen wurde als Referenz ein externer Phosphorsaure Standard verwendet
(0.0 ppm). Zusatzlich z4#C-NMR-Spektren wurden jeweils auc¢fC-DEPT-NMR-
Spektren aufgenommen. Es werden folgende Abkirzungen verwendet: s = Singulett, d =
Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett.

7.2 Chemischer Tell

In den folgenden Kapiteln wird die Isolierung von Germacren D-Standards bzw. die
Synthese von deuterierten Farnesyldiphosphaten beschrieben. Da es sich bei allen Ver-
bindungen um Literatur-bekannte Substanzen handelt, wird fiir eine genauere Interpreta-
tion der NMR-Spektren auf die Literatur verwiesen (in allen Fallen stimmten die chemi-
schen Verschiebungen, bzw. Kopplungskonstanten mit den Literaturwerten tberein).
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Deuterierungsgrade wurden anhand HNMR-Spektren bestimmit¥. Samtliche
Verbindungen lagen in einer Reinheit > 95% vor, die Reinheitsbestimmung erfolgte (so-
fern nicht anders vermerkt) mittels Kapillargaschromatographie. Fir die Nummerierung
der Molekule siehe Abb. 72, Seite 84.

7.2.1 Isolierung von (+)- und (-)-Germacren D

Ca. 50 g Blatter vosolidago canadensisurden in einem Homogenisator zerkleinert
und einer zweistiindigen Wasserdampfdestillation unterzogen. Leichtfliichtige Verbin-
dungen wurden in Hexan p.a. aufgefangen.

Eine Isolierung von (+)- und (-)-Germacren D erfolgte aus dem atherischen Ol mittels
praparativer Gaschromatographie an einer 2,6-Me-B-E8-Phase (trotz Verwendung
einer chiralen Phase war eine Trennung der Enantiomere nicht mdglich, dies stellte aller-
dings kein Problem dar, da ein Standard bendtigt wurde, der beide Enantiomere enthalt).
Die Isolierung erfolgte bei 12Q isotherm. Ein Teil des isolierten Germacren D wurde in
CDCIl; aufgenommen und NMR-spektroskopisch analysiert. Der restliche Teil wurde in
Hexan p.a. aufgenommen und als GC-Standard verwendet.

Das Enantiomerenverhaltnis von isoliertem Germacren D wurde per Kapillargaschro-
matographie an einer 6T-2,3-MEe€D-Phase bestimmt, da fir diese Phase die Elutions-
reihenfolge der Enantiomere bekannt &arJe nach verwendetem Pflanzenmaterial wur-
den Enantiomerenverhaltnisse gemessen von (+)/(-)-Germacren D = 3:1 bis 1:9.

'H-NMR (400 MHz, CDCJ) & (in ppmj>830=

0.81 (3H, d3J = 6.9 Hz, 12-CKoder 13-CH); 0.86 (3H, d3J = 6.9 Hz, 12-Ckloder 13-

CH,); 1.44 (1H, m, H11); 1.45 (2H, m, 8-GH1.51 (3H, s, 14-Ck); 2.08 (1H, m, H2),

2.10 (1H, m, H3), 2.2 (1H, m, H7); 2.27 (2H, m, 9-+2.34 (2H, m, H2 und H3). 4.74
(1H, dd,®J = 11.5 Hz und 1 Hz, H15); 4.79 (1H, dd,= 11.5 Hz und 1 Hz, H15); 5.14
(1H, dd,®J = 10.1 Hz und 2 Hz, H1); 5.24 (1H, dd,= 15.4 Hz und 9.9 Hz, H6); 5.78
(1H, d,3J = 15.4 Hz, H5).

%C-NMR (100.6 MHz, CDCJ) & (in ppm)©83 =

15.9 (C14); 19.3 (C12 oder C13); 20.8 (C12 oder C13); 26.6 (C8); 29.2 (C2); 32.7 (C11);
34.5 (C3); 40.7 (C9); 52.9 (C7); 109.0 (C15); 129.7 (C1); 133.5 (C6); 134.0 (C4 oder
C10); 135.5 (C5); 148.9 (C4 oder C10).

7.2.2 (E,E)-Farnesal (2}**®

Unter einer Stickstoffatmosphare wurden 500 mg (2.25 mnigl){Farnesol in
20 mL wasserfreiem Dichlormethan gel6st. Die L6ésung wurde &ofalbgekihlt und
unter Ruhren wurden 5.5 g (62.9 mmol) Mangan-(1V)-oxid (aktiviert) hinzugeflgt. Die
Suspension wurde auf RT erwéarmt und 3 h geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde so-
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dann durch Celite filtriert, mit 200 mL Dichlormethan nachgewaschen und das Lésungs-
mittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte mittels Flash-Kieselgel-Chromatographie
(Laufmittel: Petrolether/Ethylacetat 15:1).
Ausbeute 486 mg (2.21 mmol; 98 % d.Th.) einer klaren Flissigkeit.
Ri-Wert: 0.49 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).
'H-NMR (400 MHz, CDC}) & (in ppm) =
1.60 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.62 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.66 (3H, s, 14-
CH,); 2.0 (4H, m, 2 x Ck); 2.1 (3H, s, 15-CkJ; 2.15 (4H, m, 2 x CkJ; 5.08 (2H, m, H6
und H10); 5.86 (1H, &) = 7 Hz, H2); 9.93 (1H, d) = 7 Hz, H1).
13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =
16.9; 18.4; 18.5; 26.46; 26.47; 27.4; 40.4; 41.4; 123.2; 124.9; 128.2; 132.3; 137.4; 164.7,
191.9 (C1).

7.2.3 (E,E)-(1R)-[1-?H]-Farnesol (3)°

23 mg (105umol) Farnesal?) wurden mit einem Tropfen Tween 20 in 20 mL Ka-
liumphosphat-Puffer (60 mM, pH 7.2) suspendiert (heftiges Ruhren fur 5 h). Zu der Sus-
pension wurden unter schwachem Ruhren 3.8 mgui®al) NAD*, 10 mg (10lumol)
[1-°H]-Cyclohex-2-en-1-ol §) und 17.0 mg (34 units) HLADH gegeben. Der Ansatz
wurde im Dunklen ohne Rihren 2 d inkubiert.

Der Ansatz wurde dreimal mit je 50 mL Petrolether/Diethylether 1:1 extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen UbesS@y getrocknet. Abschlielend wurden die L6-
sungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde per Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittel:
Petrolether/Ethylacetat 7:1) aufgereinigt.

Ausbeute 11.6 mg (53umol; 51% d.Th.) einer klaren Flissigkeit mit einem Deuterie-
rungsgrad von 90%.

Ri-Wert: 0.32 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDC}) & (in ppm) =

1.53 (6H, s, 12-CKund 13-CH); 1.60 (6H, s, 14-CHund 15-CH); 1.8 — 2.2 (m, 8H, 4 x
CH,); 4.05 (1.1H, d3J = 6.8 Hz, H1); 5.04 (2H, m, H6 und H10); 5.34 (1H3J> 6.8
Hz, H2).

'H-NMR (400 MHz, CRQOD) & (in ppm) =

1.60 (6H, s, 12-CKund 13-CH); 1.67 (6H, s, 14-CHund 15-CH); 1.9 — 2.1 (m, 8H, 4 x
CH,); 4.08 (1.1H, m, H1); 5.11 (2H, m, H6 und H10); 5.36 (1H, m, H2).

13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =

16.8; 17.0; 18.5; 26.5; 27.1; 27.5; 40.3; 40.5; 59.8])(t 21.8 Hz, C1) 124.0; 124.5;
125.1; 132.1; 136.1; 140.7.
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13C-NMR (100.6 MHz, CQOD) & (in ppm) =

16.1; 16.3; 17.8; 25.9; 27.4; 27.8; 40.7; 40.9; 125.0; 125.2; 125.4; 132.1; 136.2; 139.4;
(C1 nicht detektierbar).

MS (El, 70 eV)m/z(%):

223 (1) [M7, 205 (1), 191 (2), 152 (3), 136 (10), 123 (8), 108 (8), 95 (10), 81 (28), 69
(100), 55 (10), 41 (42).

7.2.4 Bis-(triethylammonium)- ortho-phosphat**®

11.7 mL (173 mmol) 85%ige Phosphorsaure wurden unter Rihren in 200 mL Acetoni-
tril (p.a.) gelost und mit 47.9 mL (346 mmol) Triethylamin versetzt. Die Losung wurde
fur 24 h bei —20C belassen, so daf} das Produkt auskristallisierte. Das Produkt wurde ab-
filtriert und im Vakuum tber NaOH getrocknet.

Ausbeute 42.0 g (141 mmol; 82% d.Th.) weil3e nadelformige Kristalle.
Schmelzpunkt 105 - 110C (Literatur: 105 - 107C).

7.2.5 (E,E)-(1R)-[1-?H]-Farnesyldiphosphat (4)F118120]

Unter Stickstoffatmosphéare und Rihren wurden béC4840 mg (1.82 mmol) Bis-
(triethylammonium)ertho-phosphat in 10 mL Acetonitril abs. geldst. Nachdem sich das
Salz vollstandig gel6st hatte, wurde die Losung auf RT abgekihlt. Die Phosphatlésung
wurde tber 2 h bei RT unter Stickstoffatmosphare und Rihren zu einer Losung von
134 mg (0.60 mmol)H,E)-(1R)-[1-°H]-Farnesol 8) in 540uL (2.18 mmol) Trichlorace-
tonitril getropft. Die Losung wurde fur weitere 20 h bei RT gertbhrt.

Am Rotationsverdampfer wurde das Lsungsmittel béC4ébdestilliert. Es blieb eine
Mischung aus den Mono-, Di- und Triphosphaten v@nuprig. Die Mischung wurde
nach zwei verschiedenen Methoden aufgereinigt:

a) Die Rohprodukt-Mischung wurde in 1.6 mL 25 mM walriger (M€O,/CH,CN 1:1

geldst und in 10QIL Portionen Uber eine praparative RP-18-Phase an einer HPLC-Anlage
getrennt. Laufmittel war ebenfalls eine 25 mM waldrige MEO,/CH,CN 1:1 Losung

(Flow: 7 mL min'). Vorversuche an einer analytischen RP-18-Phase mit_1Proben-
volumen und einem Flow von 1 mL mirzeigten, daR Gradientenprogramme mit variie-
renden Salzkonzentrationen keine besseren Trennungen ergeben. Trotz Verwendung eines
UV-Meters (214 nm) war eine Produktdetektion auf diesem Wege nicht mdglich. Das
Eluat wurde daher fraktioniert aufgefangen und die Diphosphat-Fraktion mittels Dunn-
schicht-Chromatographie ermittelt.

b) Die Rohprodukt-Mischung wurde tber eine Dowex 1-8 (200 — 400 mesh, Aldrich)
Anionenaustauscher Saule in der Formiat-Form (25 g) gereinigt. Die Phosphate wurden
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mit einem Salzgradienten von 0.053 M — 0.43 M Ammoniumformiat in Methanol eluiert
und fraktioniert aufgefangen. Die Diphosphat-Fraktion wurde durch Dunnschicht-
Chromatographie ermittelt und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt aus den Methodagnhundb) wurde in 20 mL 0.01 M Ammoniak-
LAsung aufgenommen und mit 25 g XAD-2 Kunstharz fir 4 h schwach geriihrt. Nachdem
FDP an das Kunstharz gebunden war, wurde die Flussigkeit abdekantiert und das Kunst-
harz funfmal mit je 40 mL 0.01 M Ammoniak-Losung gewaschen. Sodann wurde das
FDP durch viermaliges Spulen mit je 30 mL 0.01 M Ammoniak-L6sung in Methanol vom
Kunstharz abgel6st. Die vereinigten Methanol-Phasen wurden am Rotationsverdampfer
eingeengt und Losungsmittelreste im Hochvakuum entfernt. AbschlieRend wurde das
Produkt lyophiliert. Nach der Aufreinigung lag das Produkt in der , Tri-Ammonium-Salz-
Form® vor.

Die Reinheit der Verbindung wurde mit Hilfe der NMR-Spektroskopie bestimmt. Da
weder im*H-NMR- noch im*!P-NMR-Spektrum Signale von Verunreinigungen detek-
tiert wurden, konnte von einer Reinheit > 95% ausgegangen werden.

Ausbeute Methodea): 10.5 mg (0.024 mmol; 4.1% d.Th.); Methodg 36.8 mg

(0.09 mmol; 15% d.Th.; Literaturwerte schwanken zwischen 10% und 20% Ausbeute
d.Th.). Der Deuterierungsgrad betrug jeweils 90%. In Anbetracht der niedrigeren Aus-
beute wurde fur weitere FDP-Synthesen ausschlief3lich der Weg lGber Méthgde
wahlt. Die Wabhl fiel umso leichter in Anbetracht der Tatsache, dafl} Meth)aztene die
kostenintensiven ,HPLC-grade“-L6sungsmittel betrieben werden konnte.

Ri-Werte: Monophosphat: 0.50; Diphosphat: 0.35; Triphosphat: 0.2®fBU'OH/2 M

NH; 5:2:3).

'H-NMR (400 MHz, CROD) & (in ppm) =

1.58 (6H, s, 12-Ckund 13-CH); 1.66 (3H, s, 14-CHoder 15-CH); 1.70 (3H, s, 14-CH

oder 15-CH); 1.9 — 2.1 (m, 8H, 4 x Cht 4.50 (1.1H, m, H1); 5.09 (2H, m, H6 und H10);
5.42 (1H, m, H2).

13C-NMR (100.6 MHz, CROD) & (in ppm) =

16.1; 16.6; 17.8; 25.9; 27.5; 27.9; 40.7; 40.9; 122.5; 125.4; 125.5; 132.1; 135.8; 140.6;
(C1 nicht detektierbar).

3P-NMR (81 MHz, CDOD) 3 (in ppm) =

-6.4; -9.7 (jeweils breite Signale).

7.2.6 [1-°H]-Cyclohex-2-en-1-ol (5)*

100 mg (1.04 mmol) Cyclohex-2-en-1-on wurden unter Ruhren bei RT in 2.6 mL Me-
thanol geldst und mit 388 mg (1.0 mmol) Cer-(lll)-chlorid H,O versetzt. Die L6sung
wurde auf OC abgekthlt und 26.68 mg (0.64 mmol) Natriumbordeuterid hinzugefugt.
Der Reaktionsansatz wurde fur weitere 3 h bei RT gerihrt und abschlielRend mit 10 mL
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H,O versetzt. Der Ansatz wurde dreimal mit je 10 mL Diethylether extrahiert und die ver-
einigten organischen Phasen Ubeyd@ getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rota-
tionsverdampfer abdestilliert und das Rohprodukt mittels Flash-Kieselgel-
Chromatographie (Laufmittel Petrolether/Ethylacetat 5:1) aufgereinigt.

Ausbeute 70 mg (70 mmol; 68 d.Th.) einer gelblichen Flissigkeit mit einem Deuterie-
rungsgrad von 97%.

Ri-Wert: 0.14 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).

'H-NMR (500 MHz, CDC})) & (in ppm) =

1.5-2.1 (6H, m, 3 x Cht 5.73 (1H, d3J = 10.1 Hz, H2); 5.80 (1H, dt) = 10.1 Hz und

3.5 Hz, H3).

13C-NMR (125.8 MHz, CDC)) & (in ppm) =

18.8; 24.8; 31.6; 64.6 1) = 18 Hz, C1); 129.8; 129.9.

7.2.7 (E,E)-(1RS-[1-?H]-Farnesol (7)©

100 mg (0.46 mmol)K,E)-FarnesalZ) wurden unter Stickstoffatmosphare und Rihren
in 12 mL CHOD (abs.) geltst und 8 mg (0.18 mmol) NEBhinzugefiigt. Nach zwei-
stindigem Rihren wurde die Lésung mit 20 mL ges. NaCl-Losung versetzt und dreimal
mit je 30 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber
Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde per Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittel: Pe-
trolether/Ethylacetat 7:1) aufgereinigt.
Ausbeute 89 mg (0.40 mmol; 87% d.Th.) einer klaren Flussigkeit mit einem Deuterie-
rungsgrad von 98%.
Ri-Wert: 0.32 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).
Die spektroskopischen Daten sind mit denen B)EX-(1R)-[1-°H]-Farnesol B) iden-
tisch.

7.2.8 (E,E)-[1-°H]-Farnesal (8)®

50 mg (0.23 mmol)E,E)-(1RS-[1-*H]-Farnesol 7) wurden unter Stickstoffatmospha-
re und Ruhren in 10 mL Dichlormethan (abs.) gelost und ‘@iabgekihlt. Der Losung
wurden unter Ruhren 550 mg (6.3 mmol) Mn@ktiviert) hinzugeftigt und auf RT er-
warmt. Die Suspension wurde fir weitere 3 h geruhrt. Der Ansatz wurde durch Celite fil-
triert und mit 200 mL Dichlormethan nachgewaschen.

Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert und die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte mittels Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittel: Pe-
trolether/Ethylacetat 15:1).

Ausbeute 42.7 mg (0.19 mmol; 84 % d.Th.) einer klaren Flussigkeit mit einem Deuterie-
rungsgrad von 96%.



Experimenteller Teil 133

Ri-Wert: 0.49 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDC}) & (in ppm) =

1.59 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.60 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.67 (3H, s, 14-

CH,); 2.0 (4H, m, 2 x Ck); 2.1 (3H, s, 15-CkJ; 2.15 (4H, m, 2 x CkJ; 5.08 (2H, m, H6

und H10); 5.88 (1H, bs, H2); 9.99 (0.04H33l= 7.9 Hz, H1).

13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =

16.8; 18.4; 18.5; 26.4; 26.5; 27.4; 40.4; 41.4; 123.2; 124.9; 128.2; 132.3; 137.3; 164.7;
191.9 (t,2J = 24.3 Hz, C1).

7.2.9 (E,E)-(19-[1-°H]-Farnesol (9)©

100 mg (0.45 mmol)H,E)-[1-°H]-Farnesal §) wurden unter Riihren in 1 mL Dioxan
geldst und in 30 mL Inkubationspuffer (100 mM Glycin, pH 8.8) tberfiuhrt und dort unter
heftigen Ruhren suspendiert (5 h). Unter schwachen Rihren wurden 5 mg (10 units)
HLADH, 50 mg (70umol) NADH und 1 mL Ethanol (p.a.) hinzugefiigt und abschlie3end
fur 4 d im Dunkeln ohne Rihren inkubiert.

Die Mischung wurde mit 20 mL ges. NaCl-Losung versetzt und dreimal mit je 50 mL
Diethylether/Petrolether 1:1 extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde per Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittel:
Petrolether/Ethylacetat 7:1) aufgereinigt.

Ausbeute 42.6 mg (0.19 mmol; 42% d.Th.) einer klaren Flissigkeit mit einem Deuterie-
rungsgrad von 91%.
Ri-Wert: 0.32 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).

Die spektroskopischen Daten sind mit denen vBrE)(-(1R)-[1-°H]-Farnesol 8)

identisch.

7.2.1QE,E)-(19-[1-?H]-Farnesyldiphosphat (10)°*2°

100 mg (0.45 mmol)K,E)-(19-[1-*H]-Farnesol 9) wurden auf dem gleichen Wege
phosphoryliert, wie fur E,E)-(1R-[1-°H]-Farnesyldiphospha#] beschrieben. Fir die
Aufreinigung wurde ebenfalls Methoti¢ verwendet.
Ausbeute 23.6 mg (0.054 mmol; 12% d.Th.) eines weil3en Feststoffs mit einem Deuterie-
rungsgrad von 90%.

Die spektroskopischen Daten sind mit denen voR,K)-(1R-[1-?H]-
Farnesyldiphosphad) identisch.

7.2.11(E,E)-[1,1-*H,]-Farnesol (11)*
100 mg (0.45 mmol)g,E)-[1-°H]-Farnesal §) wurden unter Stickstoffatmosphare und
Ruhren in 12 mL CEOD (abs.) gelost und 20 mg (0.45 mmol) Natriumbordeuterid hin-
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zugefugt. Nach zweistiindigem Ruhren wurde die Losung mit 20 mL ges. NaCl-Lésung
versetzt und dreimal mit je 30 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber p&O, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittel: Pe-
trolether/Ethylacetat 7:1) aufgereinigt.
Ausbeute 92 mg (0.41 mmol; 91% d.Th.) einer klaren Flussigkeit mit einem Deuterie-
rungsgrad von 91%.
Ri-Wert: 0.32 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).
'H-NMR (400 MHz, CDC}) & (in ppm) =
1.60 (6H, s, 12-CHund 13-CH); 1.68 (6H, s, 14-Ckund 15-CH); 1.8 — 2.2 (m, 8H, 4 x
CH,); 4.05 (0.09H, m, H1); 5.08 (2H, m, H6 und H10); 5.41 (1H, s, H2).
13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =
16.8; 17.0; 18.5; 26.5; 27.1; 27.5; 40.3; 40.5; 59.5 (qufiht18.0 Hz, C1); 123.9; 124.6;
125.1; 132.1; 136.1; 140.7.
MS (El, 70 eV)m/z(%):
224 (1) [M7], 206 (1), 191 (2), 163 (2), 152 (2), 136 (8), 121 (8), 109 (9), 95 (15), 81 (29),
69 (100), 53 (8), 41 (40).

7.2.12E,E)-[1,1-*H,]-Farnesyldiphosphat (122

92 mg (0.41 mmol)&,E)-[1,1-*H,]-Farnesol {1) wurden auf dem gleichen Wege
phosphoryliert, wie fur E,E)-(1R-[1-°H]-Farnesyldiphospha#] beschrieben. Fir die
Aufreinigung wurde ebenfalls Methoti¢ verwendet.
Ausbeute 34.1 mg (0.078 mmol; 19% d.Th.) eines weil3en Feststoffs mit einem Deuterie-
rungsgrad von 90%.
Ri-Werte: Monophosphat: 0.50; Diphosphat: 0.35; Triphosphat: 0.2®fBU'OH/2 M
NH; 5:2:3).
'H-NMR (400 MHz, CRQOD) & (in ppm) =
1.60 (6H, s, 12-Ckund 13-CH); 1.67 (3H, s, 14-CHoder 15-CH); 1.70 (3H, s, 14-CH
oder 15-CH); 1.9 — 2.1 (m, 8H, 4 x Cjt 4.52 (0.1H, m, H1); 5.10 (2H, m, H6 und H10);
5.43 (1H, s, H2).
13C-NMR (100.6 MHz, CQOD) & (in ppm) =
16.1; 16.6; 17.8; 25.9; 27.5; 27.8; 40.7; 40.9; 122.5; 125.3; 125.4; 132.1; 136.1; 140.6;
(C1 nicht detektierbar).
3P-NMR (81 MHz, CDOD) 3 (in ppm) =
-6.4; -9.7 (jeweils breite Signale).
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7.2.13E,E)-Farnesylacetat (13}*2°!

935 mg (4.2 mmol)K,E)-Farnesol wurden in 12 mL Pyridin (abs.) unter Stickstoffat-
mosphare und Ruhren bei RT geldst, mit 12 ml frisch destillierten Acetanhydrid versetzt
und fur 20 h gerthrt. Der Ansatz wurde in 150 mL Eiswasser gegeben und die waldrige
Phase dreimal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden nacheinander je zweimal mit jeweils 50 mL 5%®|, kaltem Wasser, ges.
K,COs-L6sung und ges. NaCl-Losung gewaschen, UbgE®8agetrocknet und das L6-
sungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.

Das Produkt wurde im Hochvakuum von Losungsmittelresten befreit und zeigte in ei-
ner gaschromatographischen Analyse eine Reinheit von 99%, so dald eine weitere Reini-
gung nicht notig war.

Ausbeute 1.06 g (4.0 mmol; 95% d.Th.) einer klaren Flussigkeit.

Ri-Wert: 0.70 (Petrolether/Ethylacetat 5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDC}) & (in ppm) =

1.59 (6H, s, 12-Ckund 13-CH); 1.67 (3H, s, 14-CHoder 15-CH); 1.70 (3H, s, 14-CH

oder 15-CH); 2.04 (38H, s, CECO); 1.9 — 2.1 (8H, m, 4 x G 4.50 (2H, d3J = 7.1 Hz,

H1); 5.09 (2H, m, H6 und H10); 5.34 (1H, &,= 1.2 Hz und 7.1 Hz).

13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =

16.8; 17.2; 18.4; 21.8; 26.5; 27.0; 27.5; 40.3; 40.5; 62.2; 119.0; 124.4; 125.1; 132.1;
136.2; 143.0; 171.9.

7.2.14E,E)-10,11-Epoxy-farnesylacetat (14§°

800 mg (3.024 mmol)H,E)-Farnesylacetatl@) wurden bei 6C in 30 mL Dichlorme-
than (p.a.) geldst und portionsweise unter Rihren mit 733 mg (85%, 3.64 matal)
Chlorperbenzoesaure versetzt. Nach 3 h Ruhren wurde die Loésung mit 100 mL 10%
Na,SO;-Losung versetzt und die organische Phase abgetrennt. Die waldrige Phase wurde
dreimal mit je 50 mL Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden jeweils zweimal mit je 50 mL ges. JS&,-Losung, ges. KCO,-LO6sung und ges.
NaCl-Losung gewaschen, lber S8, getrocknet und das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittel Pe-
trolether/Ethylacetat 10:1) gereinigt, dabei wurde eine Mischung von Mono-Epoxiden
erhalten.

Ausbeute 508 mg (1.814 mmol; 60% d.Th.) einer leicht gelblichen Flissigkeit die laut
GC aus einer 2:1 Mischung von 10,11-Epoxy-farnesylacetat und 6,7-Epoxy-farnesylacetat
bestand. Eine weitere Aufreinigung an dieser Stelle war nicht notig, da die Mischung di-
rekt in der Folgereaktion eingesetzt wurde.



136 Experimenteller Teil

Ri-Werte: Mono-Epoxid-Gemisch: 0.55; Di-Epoxid-Gemisch: 0.24 (Hexan/Diethylether
1:1).

'H-NMR der Mischung, eine eindeutige Zuordnung aller Signale ist nicht moglich
(400 MHz, CDCJ) d (in ppm) =

1.25, 1.26, 1.30, 1.60, 1.61, 1.68, 1.69, 1.72 (diverse Singuletts der verschiedenen Me-
thylgruppen in beiden Mono-Epoxiden); 2.03 (s,;CB); 2.0 — 2.2 (m, diverse GHler
Mono-Epoxide); 2.70 (£J = 6.1 Hz, Protonen an den Epoxid-Funktionen); 4.58 (m, H1);
5.11 (m, H6 und H10); 5.36 (m, H2).

13C-NMR der Mischung (100.6 MHz, CD@I5 (in ppm) =

16.8; 17.2; 17.3; 18.4; 19.5; 21.8; 24.6; 25.7; 26.4; 26.9; 27.7; 28.2; 36.9; 37.1; 39.5;
40.2; 59.1; 61.6; 62.0; 62.1; 63.8; 64.9; 119.1; 119.6; 124.4; 125.0; 132.6; 135.4; 142.0;
142.8; 171.9.

7.2.15E,E)-10,11-Dihydroxy-farnesylacetat (15)°!

420 mg (1.5 mmol) einer 2:1 Mischung vdf E)-10,11-Epoxy-farnesylacetet4) und
(E,B)-6,7-Epoxy-farnesylacetat wurden unter Rihren bei RT in 20 mL Tj0F/MH1 ge-
|6st und mit 1 mL 3% HCIQLGsung versetzt. Der Ansatz wurde 4 h bei RT geruhrt und
die Reaktion durch Zugabe von 10 mL ges. NaCl-Losung gestoppt. Die waldrige Phase
wurde dreimal mit je 30 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden jeweils zweimal mit je 40 mL ges,®0O;-Losung und ges. NaCl-Lésung gewa-
schen, tber N&QO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestil-
liert.

Das Rohprodukt wurde Uber Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittelgradient:
Petrolether/Ethylacetat 5:1 2:1) aufgereinigt.
Ausbeute 220 mg (0.74 mmol; 49% d.Th.) einer farblosen Flussigkeit.
R-Werte: (E,E)-10,11-Dihydroxy-Farnesylacetat: 0.38E,E)-6,7-Dihydroxy-
Farnesylacetat: 0.52 (G@l,/Diethylether 1:1).
'H-NMR (400 MHz, CDC}) & (in ppm) =
1.15 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.19 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.60 (3H, s, 14-
CH,; oder 15-CH); 1.69 (3H, s, 14-CHoder 15-CH); 2.01 (3H, s, CKCO); 1.5 - 2.4
(8H, m, 4 x CH); 3.33 (1H, m, H10); 4.58 (2H, d) = 7.1 Hz, H1); 5.15 (1H, 1) = 6.6
Hz, H6); 5.32 (1H, 2] = 7.1 Hz, H2).
13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =
16.7; 17.1; 21.8; 24.0; 26.7; 27.2; 30.3; 37.4; 40.1; 62.2; 73.7; 78.8; 119.3; 125.1; 136.1;
142.7; 172.0.
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7.2.16Farnesylacetattrinoraldehyd (16)*2°!

170 mg (0.57 mmol)K,E)-10,11-Dihydroxy-farnesylacetat$) wurden unter Rihren
bei RT in 15 mL THF/HO 1:1 gel6st, portionsweise mit 150 mg (0.70 mmol) Natrium-
metaperiodat versetzt und fir weitere 3 h bei RT gerthrt. Der Ansatz wurde mit 15 mL
ges. NaCl-Ldsung versetzt und die walirige Phase dreimal mit je 30 mL Diethylether ex-
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden jeweils zweimal mit je 3Q@nL H
und ges. NaCl-Losung gewaschen, UbesS@a getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Kieselgel-Chromatographie
(Petrolether/Ethylacetat 4:1) gereinigt.
Ausbeute 131.8 mg (0.55 mmol; 96% d.Th.) einer farblosen Flussigkeit.
R-Wert: 0.32 (Hexan/Diethylether 2:1).
'H-NMR, beachte Nummerierung der Atome in Abb. 79, Seite 90 (400 MHz, $DCI
d (in ppm) =
1.60 (3H, s, 11-CHoder 12-CH); 1.69 (3H, s, 11-CHoder 12-CH); 2.05 (3H, s,
CH,CO); 2.0 — 2.1 (4H, m, 2 x G} 2.31 (2H, t2J = 7.8 Hz, 8-Ch); 2.50 (2H, dt3J =
7.8 Hz und 1.9 Hz, 9-Cjt 4.57 (2H, d3J = 7.1 Hz, H1); 5.12 (1H, m, H6); 5.32 (1H, t,
3J=7.1,H2); 9.74 (1H, ) = 1.9 Hz, H10).
13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =
15.7; 16.0; 20.6; 25.6; 31.4; 38.8; 41.7; 60.9; 118.1; 124.3; 133.0; 141.4; 170.7; 202.2.

7.2.17M1R9-[1-°H]-10-Acetoxy-4,8-dimethyldeca-4,8-dien-1-ol (17

131 mg (0.55 mmol) Farnesylacetattrinoraldeh® (vurden unter Rihren und Stick-
stoffatmosphére in 10 mL GBD gel6st und bei € mit 14 mg (36Qumol) NaBH, ver-
setzt. Nach 10 min wurde die Losung mit 5 mL 1M HCI-Losung und 5 mL ges. NacCl-
Losung versetzt und dreimal mit je 15 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden Uber,81@, getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsver-
dampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittel: Pe-
trolether/Ethylacetat 2:1) gereinigt.
Ausbeute 85 mg (0.35 mmol; 64% d.Th.) einer farblosen Flussigkeit mit einem Deute-
rierungsgrad von 98%.
Ri-Wert: 0.21 (Petrolether/Ethylacetat 2:1).
'H-NMR, beachte Nummerierung der Atome in Abb. 79, Seite 90 (400 MHz, $DCI
d (in ppm) =
1.60 (3H, s, 11-Ckloder 12-CH); 1.65 (2H, dt3J = 6.9 Hz und 7.2 Hz, H2); 1.69 (3H, s,
11-CH; oder 12-CH); 2.0 —=2.2 (6H, m, 3 x Cj} 2.05 (3H, s, CKCO); 3.59 (1.02H, £J
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= 6.9 Hz, H1); 4.58 (2H, dJ = 7.1 Hz, H10); 5.12 (1H,Y) = 6.9 Hz, H5); 5.33 (1H, 1J
= 7.1 Hz, HO).

13C-NMR (100.6 MHz, CDCJ) & (in ppm) =
16.6; 17.1; 21.8; 26.8; 31.3; 36.6; 40.2; 62.2; 63.2)(t 21.5 Hz, C1); 119.2; 124.9;
135.9; 142.7; 171.9.

7.2.1910-°H]-Farnesylacetattrinoraldehyd (18)®

77.6 mg (0.32 mmol) IR 9-[1-°H]-10-Acetoxy-4,8-dimethyldeca-4,8-dien-1-dl7j
wurden unter Rihren und Stickstoffatmosphare in 10 mL Dichlormethan (abs.) gel6st und
mit 730 mg (1.94 mmol) Pyridiniumdichromat versetzt. Die Suspension wurde fir 20 h
bei RT geruhrt. Der Reaktionsansatz wurde sodann Uber Celite filtriert und mit 100 mL
Diethylether nachgewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden i#@r Na
getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.

Das Rohprodukt wurde per Flash-Kieselgel-Chromatographie (Laufmittelgradient: Pe-
trolether/Ethylacetat 5:1. 1:1) aufgereinigt.
Ausbeute 43 mg (0.18 mmol; 56% d.Th.) einer farblosen Flussigkeit mit einem Deute-
rierungsgrad von 91%.
R-Wert: 0.32 (Hexan/Diethylether 2:1).
'H-NMR, beachte Nummerierung der Atome in Abb. 79, Seite 90 (400 MHz, $DCI
o (in ppm) =
1.60 (3H, s, 11-CHoder 12-CH); 1.69 (3H, s, 11-CHoder 12-CH); 2.05 (3H, s,
CH,CO); 2.0 — 2.1 (4H, m, 2 x G} 2.31 (2H, t2J = 7.6 Hz, 8-Ck); 2.50 (2H, t3J =
7.6, 9-CH); 4.58 (2H, d2J = 7.1 Hz, H1); 5.12 (1H, m, H6); 5.32 (1H3},= 7.1, H2);
9.74 (0.09H, t3J = 1.9 Hz, H10).
13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =
16.9; 17.2; 21.8; 26.8; 32.5; 40.0; 42.7; 62.1; 119.3; 125.5; 134.2; 142.6; 171.8; 203.0 (t,
2J = 26.0 Hz, C10).

7.2.19E,E)-[10-°H]-Farnesol (19)®

79 mg (213umol) Ethyltriphenylphosphoniumbromid wurden unter Rihren und Stick-
stoffatmosphére bei’C in 1 mL THF (abs.) gel6st, 13/ (213 umol) einer 1.6 M Bu-
tyllithium-L6sung in Hexan hinzugetropft und fir 1 h gerihrt. Anschlie3end wurden
13.3pL Methyliodid (30.2 mg = 213umol) zugetropft und weitere 30 min geruhrt. Nach
erneuter Zugabe von 13iL (213 umol) einer 1.6 M Butyllithium-Lésung in Hexan wur-
den bei 0C 51 mg (0.21 mmol) [18H]-Farnesylacetattrinoraldehydg) in 60QuL THF
(abs.) zugefigt und die Lésung langsam auf RT erwarmt. Nach 20 h Ruhren wurde die
LAosung mit 5 mL einer Mischung von MeOH/ges. Na@DH!:3:3 versetzt und die wali-
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rige Phase dreimal mit je 5 mL Pentan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden dreimal mit je 10 mL der obengenannten MeOH/ges. Ng@ill§sung gewa-
schen, tber N&QO, getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abdestil-
liert.

Das Zwischenprodukt wird in 1 mL Methanol aufgenommen, mit 40 p@OK ver-
setzt und fur 5 h bei RT gerihrt. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
abdestilliert und das Rohprodukt sodann per Flash-Chromatographie an Kieselgel, das mit
10% Silbernitrat impréagniert war, gereinigt (Laufmittelgradient: Petrolether/Ethylacetat
8:1 - 5:1).
Ausbeute 11.8 mg (53umol; 25% d.Th.) einer farblosen Fliissigkeit mit einem Deuterie-
rungsgrad von 90%.
Ri-Wert (AgNO; impragnierte DC-Folie): B,E)-Isomer: 0.20, ZE,62)-Isomer: 0.17
(Laufmittel: Petrolether/Ethylacetat 8:1).
'H-NMR (400 MHz, CDC}) & (in ppm) =
1.60 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.69 (3H, s, 12-CHoder 13-CH); 1.9 — 2.1 (8H, m, 4
X CH,); 4.05 (2H, d2J = 7.1 Hz, H1); 5.11 (1.1H, m, H6 und undeuterierte Reste von
H10); 5.42 (1H, t3) = 7.1, H2).
13C-NMR (100.6 MHz, CDC)) & (in ppm) =
16.8; 17.0; 18.4; 26.4; 27.1; 27.4; 40.3; 40.5; 60.2; 124.1; 124.5; 132.0; 136.1; 140.6;
(C10 nicht detektierbar).
MS (El, 70 eV)m/z(%):
223 (1) [M7], 205 (1), 192 (2), 180 (2), 162 (2), 161 (2), 136 (9), 124 (6)107 (10), 93 (17),
81 (24), 70 (100), 55 (11), 41 (42).

7.2.20(E,E)-[10-°H]-Farnesyldiphosphat (20)°*2°!

75 mg (0.34 mmol)K,E)-[10-°H]-Farnesol 19) wurden auf dem gleichen Wege phos-
phoryliert, wie fur E,E)-(1R-[1-*H]-Farnesyldiphospha#] beschrieben. Fir die Aufrei-
nigung wurde ebenfalls Methoti¢ verwendet.

Ausbeute 16.3 mg (0.037 mmol; 11% d.Th.) eines weil3en Feststoffs mit einem Deuterie-
rungsgrad von 90%.

Ri-Werte: Monophosphat: 0.50; Diphosphat: 0.35; Triphosphat: 0.2®fBU'OH/2 M

NH; 5:2:3).

'H-NMR (400 MHz, CRQOD) & (in ppm) =

1.60 (6H, s, 12-Ckund 13-CH); 1.67 (3H, s, 14-CHoder 15-CH); 1.70 (3H, s, 14-CH

oder 15-CH); 1.9 — 2.1 (m, 8H, 4 x Cjt 4.50 (2H, m, H1); 5.10 (1.1H, m, H6 und un-
deuterierte Reste von H10); 5.43 (1H, m, H2).

3P-NMR (81 MHz, CDOD) 3 (in ppm) =

-6.4; -9.7 (jeweils breite Signale).
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7.3 Biochemischer Tell

Im folgenden Kapitel wird die Durchfiihrung aller Experimente beschrieben, die der
Isolierung und Charakterisierung der beschriebenen Synthasen dienten.

7.3.1 Verwendete Puffer

Puffer A(Extraktionspuffer): 25 mM Mopso, 25 mM MBO;, 25 mM Ascorbinsaure,
10 mM MgCl, 5 mM DTT, 20% (v/v) Glycerol, pH 7.0.

Puffer B (Puffer zur Regenerierung von DEAE): 150 mM Mopso, 100 mM MgCI
20 mM NgS,0s, pH 7.0.

Puffer C(Saulenpuffer fir DEAE): 15 mM Mopso, 10 mM Mg mM NgS,0s5, 2 mM
DTT, 10% (v/v) Glycerol, pH 7.0.

Puffer D (Cyclasenpuffer fur DEAE): 15 mM Mopso, 1 mM Ascorbinsaure, 10 mM
MgCl,, 2 mM DTT, 10% (v/v) Glycerol, pH 7.0.

Puffer E(Cyclasenpuffer): 15 mM Mopso, 10 mM MgCP mM DTT, 10% (v/v) Gly-
cerol, pH 7.0.

Puffer F (Puffer | fur Hydroxylapatit-Chromatographie): 5 mM Kaliumphosphat, 1 mM
CaCl, 1ImM DTT, 10% (v/v) Glycerol, pH 6.8.

Puffer G (Puffer Il fur Hydroxylapatit-Chromatographie): 400 mM Kaliumphosphat,
1 mM DTT, 20% (v/v) Glycerol, pH 6.8.

Puffer H (Puffer fuir MonoQ Chromatographie): 15 mM Mopso, 10 mM MgeimM
DTT, 10% (v/v) Glycerol, 0.1% (v/v) Tween 20, pH 7.0.

Puffer | (Kalibrierpuffer fur Gelfiltration): 15 mM Mopso, 10 mM Mg§£110% (v/v) Gly-
cerol, pH 7.0.

Puffer J(Extraktionspuffer fir Oxidationsexperiment): 100 mM Tris, 50 mMM3@;,

50 mM Ascorbinsaure, 10 mM Mgg£I5 mM DTT, 5uM FAD, 5 uM FMN, 2.5 mM
EDTA, 20% (v/v) Glycerol, pH 7.5.

Puffer K (Assaypuffer fur Oxidationsexperiment): 25 mM Tris, 1 mM Ascorbinséure,
10 mM MgCl, 6 mM Natriummetavanadat, 2 mM DTT, 5iM FAD, 5 uM FMN, 10%
(v/v) Glycerol, pH 7.2.

7.3.2 Enzymrohextrakt

1.5 g PVPP wurden in einem Morser b&C4mit 5 Spatelspitzen Seesand und 15 mL
Puffer A (Extraktionspuffer) verriuhrt. Zu der Suspension wurden 15 g gefrorene Blatter
von Solidago canadensigefligt und solange gemoérsert, bis eine homogene Masse ent-
stand (ca. 20 min). Wahrend des Moérserns wurden sukzessive weitere 35 mL Puffer A
hinzugefligt. AbschlieRend wurden 7.5 g XAD-4 hinzugefuigt und vorsichtig fur 10 min
geruhrt (nicht mérsern). Die Masse wurde durch Cheesecloth filtriert und das Filtrat far
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20 min bei 20.009 zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde durch Glaswolle filtriert und das
Filtrat fir 90 min bei 100.0@Pzentrifugiert. Das Zentrifugat wurde erneut durch Glas-
wolle filtriert und stand dann weiteren Aufreinigungen zur Verfigung (Enzymrohextrakt).

7.3.3 DEAE-Anionenaustauscher-Chromatographie

259 DEAE (DE-52) wurden mit 100 mL Puffer B verruhrt (Glasstab). Nach 15 min
wurde der Uberstand abdekantiert. Der lonentauscher wurde erneut mit 100 mL Puffer B
versetzt und der pH-Wert der Suspension auf pH 7.0 eingestellt. Nach erneuter Abdekan-
tierung des Uberstandes wurde der lonenaustauscher mit 100 mL Puffer C in eine
15 x 2.5 cm Saule Uberfihrt und fir 90 min bei einem Flow von 1.5 mtt minPuffer
C gespililt.

Auf die DEAE-Saule wurden 50 mL des Enzymrohextraktes geladen (Flow:
1.5 mL min'). AnschlieRend wurde die Saule fiir weitere 30 min mit Puffer C gespuilt, um
nicht gebundene Proteine des Rohextraktes zu entfernen. Danach wurden gebundene
Proteine durch einen Gradienten von 0.0 — 0.5 M KCI in Puffer C (linearer Gradient Gber
1 h) eluiert. Das Eluat wurde in 2.5 mL Portionen fraktioniert aufgefangenl Zqyui-
valente jeder Fraktion wurden in Microassays auf Synthase-Aktivitat untersucht, aktive
Fraktionen gepoolt und in Puffer D entsalzt. Die entsalzte DEAE-Fraktion wurde mit
Glycerol versetzt bis eine Konzentration von 20% (v/v) Glycerol erreicht war. Die
DEAE-Fraktion wurde in 1.5 mL Eppendorf-Vials tberfuhrt, in flissigesrsdhockge-
froren und bei —8TC gelagert.

7.3.4 AMS-Prazipitation

25g DEAE (DE-52) wurden mit 100 mL Puffer B verruhrt (Glasstab). Nach 15 min
wurde der Uberstand abdekantiert. Der lonentauscher wurde erneut mit 100 mL Puffer B
versetzt und der pH-Wert der Suspension auf pH 7.0 eingestellt. Nach erneuter Abdekan-
tierung des Uberstandes wurde der lonenaustauscher mit 100 mL Puffer C versetzt. Der
lonentauscher wurde insgesamt sechsmal mit Puffer C gewaschen. Danach wurde der lo-
nentauscher mit 50 mL Enzymrohextrakt versetzt und fir 5 min°@uihgeschwenkt.

Nach Absinken des lonentauschers, wurde der Uberstand abdekantiert (DEAE-Uberstand,
entspricht dem ,DEAE-Durchlauf* der in Kapitel 7.3.3 beschriebenen Variante).

50 mL DEAE-Uberstand wurden mit 25.8 g fein zerriebenem Ammoniumsulfat porti-
onsweise versetzt (80%ige AMS Sattigung der Losung). Nach jeder AMS-Zugabe wurde
solange geruhrt, bis alles AMS gel6st war. Der Extrakt wurde fur 15 mirfGéelassen
und abschlieRend fur 12 min bei 15.90@ntrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen
und das Pellet in 6 mL Puffer D aufgenommen und resuspendiert.

Das AMS-Prazipitat wurde in Puffer C entsalzt und mit Glycerol versetzt bis eine Kon-
zentration von 20% (v/v) Glycerol erreicht war. Der Extrakt (,AMS-Fraktion“) wurde in
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1.5 mL Eppendorf-Vials tUberfuhrt, in flussigem sthockgefroren und bei —8D gela-
gert. Macroassays der AMS-Fraktion wurden in Puffer C durchgefuhrt, der zusatzlich
6 mM NaVO, als Phosphohydrolasen-Inhibitor enthielt.

7.3.5 Dye-Liganden-Test-Kit

Die acht Saulen mit verschiedenen Dye-Liganden-Ph&gm§ wurden zunachst mit
je 25 mL Puffer D &quilibriert. Sodann wurden je 200Enzymextrakt (DEAE-Fraktion,
bzw. AMS-Fraktion) aufgetragen. Die S&ulen wurden mit 0.5 mL Puffer D gespilt und
der Durchlauf verworfen. Weitere 2.0 mL Puffer D wurden aufgetragen und der entspre-
chende Durchlauf gesammelt (Dye-Durchlauf) und in Micro- und Macroassays auf
Synthase-Aktivitat untersucht. Die Saulen wurden mit weiteren 10 mL Puffer C gewa-
schen. AbschlieRend wurden 2 mL 1.5 M KCI in Puffer D hinzugefligt und das entspre-
chende Eluat aufgefangen (Dye-KCI-Eluat) und in Micro- und Macroassays auf Synthase-
Aktivitat untersucht.

7.3.6 Dye Red 120-Chromatographie

5 mL der Dye-PhaseS{gmg wurden mit Puffer E in eine 10 x 1 cm S&ule Uberfuhrt
und mit 50 mL Puffer E gespult (Flow: 0.5 mL mjnZur weiteren Regenerierung der
Phase wurde fur jeweils 90 min bei einem Flow von 0.5 mL*miit folgenden Losun-
gen gespult: 0.1 M Natriummetaborat/1.0M KCI-Losung (pH 9.8); 0.1 M Natriummetabo-
rat-Losung (pH 9.8); kD; 2.0 M KCI-L6ésung; Puffer E.

3 mL Enzymextrakt (DEAE-Fraktion bzw. AMS-Fraktion) wurden auf die Séule gela-
den. Die Saule wurde sodann mit Puffer E gespdlt und die ersten 5 mL des Eluats verwor-
fen (Flow: 0.5 mL min). Danach wurde das Eluat fraktioniert gesammelt
(0.75 mL/Fraktion) und jede Fraktion in Microassays auf Synthase-Aktivitat untersucht
(Red 120-Durchlauf). Nach 30 min wurde die Saule mit 1.5 M KCI in Puffer E gespuilt
und das Eluat fur weitere 30 min fraktioniert gesammelt (0.75 mL/Fraktion) und auf
Synthase-Aktivitat untersucht. Aktive Fraktionen des KCI-Eluats wurden sofort in Puffer
E entsalzt und standen weiteren Aufreinigungen zur Verfiigung (Red 120-KCI-Eluat).

7.3.7 Hydroxylapatit-Chromatographie (FPLC)

3 mL der DEAE-Fraktion wurden in Puffer F entsalzt und auf die mit Puffer F aquili-
brierte Hydroxylapatit-Saule geladen (FPLC-System, Flow: 0.5 mthmRroteine wur-
den mit folgendem schrittweisen Gradientenprogramm von Puffer F und Puffer G eluiert
und fraktioniert aufgefangen (0.75 mL/Fraktion):
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Elutionsvolumen (mL) Puffer F (%) Puffer G (%)
0 100 0
1 100 0
91 9
26 86 14
36 0 100
40 0 100

Die Fraktionen wurden in Microassays auf Synthase-Aktivitat untersucht. Aktive
Fraktionen wurden gepoolt, in Puffer E entsalzt und standen fir weitere Aufreinigungen
bzw. Macroassays zur Verfiigung (Hydroxylapatit-Fraktion).

7.3.8 MonoQ-Chromatographie (FPLC)

8 mL der Red 120-Fraktionen bzw. der Hydroxylapatit-Fraktion wurden auf eine mit
Puffer H aquilibrierte MonoQ-Séaule (FPLC-System, Flow: 0.75 mLYngeladen. Pro-
teine wurden mit folgendem schrittweisen Gradientenprogramm von Puffer H und 2.0 M
KCI Puffer H eluiert und fraktioniert aufgefangen (0.75 mL/Fraktion):

Elutionsvolumen (mL) Puffer H (%) 2.0 M KCI-Puffer H (%)
100 0
1 100 0
95 5
21 89 11
31 0 100
40 0 100

Die Fraktionen wurden in Microassays auf Synthase-Aktivitat untersucht, aktive Frak-
tionen gepoolt und in Puffer E entsalzt fir weitere Aufreinigungen bzw. Macroassays
{MonoQ-Fraktionen der (--Gurjunen-Synthase, (+)-Germacren-D-Synthase bzw.
(-)-Germacren-D-Synthase}.

7.3.9 Gelfiltration (FPLC)

Fur die Eichung der Superdex75 Saule wurde diese zunachst mit Puffer | aquilibriert.
Sodann wurden 200L einer Proteineichlésung {Cytochrom c (12.4 kDa, 0.75 mghnL
Ribonuclease A (13.7 kDa, 2 mg ML a-Chymotrypsinogen (25 kDa, 0.75 mg ML
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Ovalbumin (45 kDa, 1 mg mb); Rinder-Serumalbumin (67 kDa, 1 mg Mk auf die
Saule aufgetragen und mit einem Flow von 0.5 mLnitaffer | eluiert. Die Detektion

der Proteine erfolgte per UV-Detektion bei 280 nm. Aus den so ermittelten Elutionsvolu-
mina der Eichproteine konnte eine logarithmische Eichgrade ermittelt werden.

Fir die Trennung von Synthasen wurde die S&aule mit Puffer H aquilibriert und-200
Enzymextrakt (MonoQ-Fraktionen) injiziert. Die MonoQ-Fraktionen, deren Volumen
zwischen 2 — 3 mL betrug, wurden zuvor durch Ultrafiltration auf ein Volumen von
300puL konzentriert. Die Synthasen wurden mit einem Flow von 0.5 mL*minffer H
eluiert und fraktioniert gesammelt (0.5 mL/Fraktion). Die Fraktionen wurden auf Syntha-
se-Aktivitdt untersucht (Microassays), aktive Fraktionen gepoolt und in Macroassays
analysiert. Die molare Masse von Synthasen wurde durch Auftragung der Aktivitat ein-
zelner Fraktionen gegen das Elutionsvolumen und anschlieRendem Abgleich mit der zu-
vor erstellten Eichgerade ermittelt.

7.3.1Microassay

20 pL des zu analysierenden Enzymextraktes wurden mjilB®uffer E verdinnt
(bzw. fur Gelfiltrationsfraktionen: 5@QL Extrakt + 50uL Puffer E) und mit 20uM
[*H]-FDP (50 Ci mol) inkubiert. Bei MonoQ- und Gelfiltrationsfraktionen wurde die
Losung mit 65 nM H]-FDP (1510° Ci mol?) inkubiert, um auch geringe Aktivitaten zu
detektieren (um das Assay empfindlicher zu gestalten, wird die gleiche Menge an radio-
aktiv markiertem FDP zugeflgt, allerdings wird die¥8s~DP nicht weiter mit unmar-
kiertem FDP verdunnt). Die Inkubationsmischung wurde in einem 1.5 mL Eppendorf-
Vial mit 1000uL Hexan tberschichtet und fir 30 min bef@dnkubiert.

AnschlieRend wurde die Mischung heftig geschuttelt (Vortexer) und die Phasen durch
kurze Zentrifugation bei 5@0getrennt. 75QL der Hexan-Phase wurden abpipettiert und
in ein 1.5uL Eppendorf-Vial Gberfuihrt in dem sich 40 mg Kieselgel befanden, um Far-
nesol zu binden. Nach erneutem Schitteln und Zentrifugieren wurdgrL5$r Hexan-
Phase abpipettiert, in 4.5 mL Szintillations-Cocktail Ultima Gbl¢Packard gegeben
und die Radioaktivitat gemessen.

7.3.1IMacroassay | (Radioassay)

0.5 mL Enzymfraktion wurden in einem 8 mL Reagenzglas mit 0.5 mL Puffer E ver-
dunnt, mit 1 mL Pentan (destilliert) Giberschichtet und mip®0[*H]-FDP (50 Ci mot")
inkubiert. Fraktionen mit geringer Aktivitat wurden alternativ mit 65 n]{FDP
(1510° Ci mot?) inkubiert. Die Mischung wurde flr 1 h bei°@inkubiert, abschlieRend
heftig geschiittelt. Die Phasen wurden durch Zentrifugation beid dg€ifennt.

Die organische Phase wurde abgetrennt und die waldrige Phase zweimal mit je 1 mL
Diethylether (destilliert) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber eine
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kurze Aluminiumoxid-Saule (0.9 g, Grade IlI) mit Mgs8Schicht (40 mg) gereinigt
(Laufmittel: Diethylether, destilliert). Die gereinigten organischen Phasen wurden unter
einem leichten Stickstoffstrom auf ein Volumen vonukOeingeengt und per Radio-GC-
Analyse untersucht.

Macroassay | wurde alternativ auch mit 0.5 mL Enzymextrakten durchgefuhrt, die zu-
vor durch 3 minutiges Erhitzen auf T@denaturiert wurden. Diese Experimente dienten
als Kontrollexperimente.

7.3.12Macroassay Il (Deuteriumassay)

30 mL der DEAE-Fraktion wurden in 3 mL Portionen auf zehn 8 mL Reagenzglaser
aufgeteilt und jede DEAE-Portion wurde mit 8 [10-°H]-FDP, (LR)-[1-?H]-FDP,
[1,1°H,-FDP] oder 19-[1-*H]-FDP inkubiert. Die zehn Inkubationsmischungen wurden
mit je 1 mL Pentan (destilliert) Gberschichtet, fir 1 h bé&iCQhkubiert, abschlieRend
heftig geschiittelt und die Phasen durch Zentrifugation bei ¢ g&dennt.

Die organischen Phasen wurden abgetrennt und die wal3rigen Phasen zweimal mit je
1 mL Pentan/Diethylether 4:1 (destilliert) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber kurze Aluminiumoxid-S&aulen (0.9 g, Grade IIl) mit MgS€hicht (40 mg)
gereinigt (Laufmittel: Pentan/Diethylether 4.1, destilliert). Die gereinigten und vereinig-
ten organischen Phasen wurden unter einem leichten Stickstoffstrom auf ein Volumen
von 100pL eingeengt und per GC-MS und Linked Scan-MS analysiert.

7.3.130xidationsexperiment

Fur die Detektion von Monooxygenasen-Aktivitat wurde ein modifizierter Enzym-
rohextrakt erstellt. Es wurde nach demselben Protokoll gearbeitet wie in Kapitel 7.3.2
(Enzymrohextrakt) beschrieben. Als Extraktionspuffer wurde jedoch Puffer J verwendet.
Anstelle von zwei Zentrifugationen wurde nur eine Zentrifugation bei 4.808chge-
fuhrt und das Zentrifugat durch Glaswolle filtriert. Das Filtrat wurde in Puffer K entsalzt
(Monooxygenasen-Fraktion).

2 mL Monooxygenasen-Fraktion wurden mit 1 mM NADPH, 5 mM Glucose-6-
Phosphat und 1 unit Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase versetzt (NADPH bildendes
System). Diese Mischung wurde mit 130 nMIJFFDP (1510° Ci mof?) fuir 1 h bei 30C
inkubiert. Die Inkubationen wurden anschlieend analog Macroassay | (Kapitel 7.3.11)
aufgearbeitet und die Assay-Produkte per Radio-GC analysiert.

Zusatzlich wurden Inkubationen unter denselben Bedingungen mit zuvor denaturiertem
Enzymextrakt durchgefiihrt (Kontrollexperiment).
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7.3.18Bestimmung der Linearitat der Produktbildung

20 pL bzw. 10pL der MonoQ-Fraktion {(+)- und (-)-Germacren-D-Synthase} und der
Hydroxylapatit-Fraktion {(-)e-Gurjunen-Synthase} wurden mit §Q bzw. 90uL Puffer
E versetzt und mit M [*H]-FDP (1000 Ci mot) unter Microassay-Bedingungen (siehe
Kapitel 7.3.10) inkubiert und aufgearbeitet.

Im Gegensatz zu Standard-Microassays wurden die Inkubationen allerdings nach 5, 10,
20, 30, 40, 50, bzw. 60 min abgebrochen. Eine Auftragung der gemessenen Radioaktivitat
gegen die Inkubationszeit lieferte die Zeitabhangigkeit der Produktbildung. Alle Assays
wurden doppelt ausgefiihrt, um statistische Fehler zu minimieren.

7.3.18Bestimmung der K,-Werte

20 pL der MonoQ- bzw. Hydroxylapatit-Fraktionen von den zu analysierenden
Synthasen wurden mit §L Puffer E versetzt und mit 200, 150, 100, 50, 30, 20, 10, 5, 3,
2, bzw. 1uM [*H]-FDP (50 Ci mot) unter Microassay-Bedingungen (siehe Kapitel
7.3.10) inkubiert und aufgearbeitet.

Die Auftragung der gemessenen Radioaktivitat gegen die Substratkonzentration lieferte
die Michaelis-Menten-Kurve. Alle Assays wurden doppelt ausgefihrt, um statistische
Fehler zu minimieren.

7.3.18Bestimmung des pH-Optimums

20 pL der MonoQ- bzw. Hydroxylapatit-Fraktionen von den zu analysierenden
Synthasen wurden mit 80L modifiziertem Puffer E versetzt und mit 65 nRH[-FDP
(1510° Ci mot?) unter Microassay-Bedingungen (siehe Kapitel 7.3.10) inkubiert und auf-
gearbeitet. Puffer E wurde dahingehend modifiziert, dal3 pH-Werte von pH 5.5 bis pH 9.0
eingestellt werden konnten. Dazu wurde in Puffer E Mopso teilweise durch Mes und Tris
ersetzt:

Puffer ‘ Mes Mopso Tris

pH ‘ 5.5;6.0; 6.5 6.5; 6.75; 7.0; 7.25; 7.5 7.5;8.0; 8.5;9.0

Die Auftragung der gemessenen Radioaktivitdt gegen den pH-Wert lieferte eine Gaul3-
Kurve, deren Maximum das pH-Optimum definierte. Alle Assays wurden doppelt ausge-
fuhrt, um statistische Fehler zu minimieren.
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8 Anhang: Mel3ergebnisse der Microassays

Im folgendem werden in tabellarischer Form alle Mel3ergebnisse von Microassays auf-
gelistet, die zur Bestimmung von Linearitat,-8Vert und pH-Optimum durchgefuhrt
wurden. Die daraus resultierenden Ergebnisse und graphischen Auswertungen wurden
bereits im Speziellen Teil dieser Arbeit erlautert.

Linearitat (siehe auch Kapitel 7.3.14, Seite 146). Alle Werte in dpm. Die Mel3werte bei
verschiedenen Verdinnungen sind jeweils Mittelwerte aus zwei MelRwerten.

(-)-a-Gurjunen-Synthase (+)-Germacren-D-Synthase (-)-Germacren-D-Synthase

Zeit [min] 1:5-Verd. 1:10-Verd. 1:5-Verd. 1:10-Verd. 1:5-Verd. 1:10-Verq.

5 3241.93 2058.17 1889.915 878.715 2640.325 1481.35

10 5556.005 3054.355 2562.43 1073.12 3981.41 2062.64

20 8030.56 3936.705 3552.385 1718.234 6688.145 3543.69

30 10324.315 5254.39 4875.18 2083.33 8276.75 4188.945

40 11456.35 6583.325 6541.16 2691.045 10756.55 5450.1

50 11314.7 7325.485 7361.365 3085.934 11771.2 6304.16

60 15975.2 7460.275 7929.42 3293.584 11825.6 7040.035

Ku-Wert (siehe auch Kapitel 7.3.15, Seite 146). Alle Werte in dpm.

(-)-a-Gurjunen-Synthase (+)-Germacren-D-Synthase (-)-Germacren-D-Synthase
Conc. pM] 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert
1 227.15 350.06 6.26 73.72 24.02 31.85
2 514.07 402.59 143.25 164.98 377.76 329.02
3 622.07 547.27 195.8 166.78 507.44 455.72
5 732.57 742.93 222.5 220.91 574.94 524.94
10 986.51 998.36 360.08 326 593.39 604.73
20 1339.25 865.21 441.01 403.58 767.62 803.44
30 - - 519.17 459.67 757.15 854.3
50 1389.17 1245.87 579.96 543.35 798.68 808.67
100 1344.49 1642.21 635.52 672.31 832.22 950.74
150 1647.4 1697.27 - - 808.77 950.91
200 1503.01 1443.01 642.78 634.32 951.25 1161.22
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pH-Optimum (siehe auch Kapitel 7.3.16, Seite 146). Alle Werte in dpm.

nthase

(-)-a-Gurjunen-Synthase (+)-Germacren-D-Synthase (-)-Germacren-D-Sy
pH (Puffer) 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert
5.5 (Mes) 1075.62 1120.76 40.87 61.97 79.60 36.22
6.0 (Mes) 1727.85 1818.31 117.38 106.2 85.51 70.54
6.5 (Mes) 1939.79 1256.37 131.66 167.82 58.75 104.36
6.5 (Mopso) 1359.35 2078.68 135.36 118.1 120.75 115.90
6.75 (Mopso) 1953.2 2922.97 98.72 90.61 110.40 131.80
7.0 (Mopso) 2433.35 2841.29 168.56 117.11 97.81 84.75
7.25 (Mopso) 2598.4 2636.79 142.95 137.3 70.78 113.36
7.5 (Mopso) 3250.8 6130.81 109.33 128.89 69.45 78.43
7.5 (Tris) 2285.5 2503.31 125.07 110.96 70.38 69.72
7.75 (Tris) - - 129.6 138.49 - -
8.0 (Tris) 2818.8 2643.61 100.81 107.83 111.13 100.99
8.5 (Tris) 1975.19 3054.47 79.67 27.52 65.08 55.11
9.0 (Tris) 2343.41 2512.83 47.87 24.99 40.03 23.97
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9 Gefahrstoffanhang

Liste der gefahrlichen Stoffe

Verbindung Gef.-Symbdl R-Séatze S-Satze
Acetanhydrid C 10-34 26-45

Acetonitril F, T 11-23/24/25 16-27-45
Ammoniak (32%) C 34-37 7-26-36/37/39-45
Ammoniumformiat Xi 36/37/38 26-36
Ammoniumhydrogen- | Xn 22 -

carbonat

Buthyllithium (1.6 Min |F, C 11-14/15-17-34-48/20 6.1-7/9-26-33-36/37/39-46
Hexan)

Cer-(lll)-chlorid Xi 41 26-39
Chloroform-d Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
3-Chlorperbenzoesaure O, Xi 7-36/37/38 3/7-14.10-36/37/39
Cyclohexenon T 10-22-23/24 45
Dichlormethan Xn 20-40 24

Diethylether F 12-19 9-16-29-33
Dioxan F, Xn 11-19-36/37-40 16-36/37

EDTA Xi 22 -

Ethanol F 11 7-16

Ethylacetat F 11 16-33-29-33
Ethyltriphenylphospho- | Xn 21 36/37

niumbromid

[1(n)-*H]-FDP F 11 7-16

Glycerol Xn 22 -

Hexan Xn, F 11-48/20 9-16-24/25-29-51
Kaliumcarbonat Xn 22-36 22-26
Mangan-(1V)-oxid Xn 20/22 25

Mes Xn 36/37/38 26-36

Methan F 12 9-16-33

Methanol F, T 11-23/25 7-16-24-45
Methanol-d F, T 11-23/25 7-16-24-45

Tab. 15 Gefahrenkennzeichnung der verwendeten Substanzen (Teil 1).




150 Gefahrstoffanhang
Verbindung Gef.-Symbdl R-Séatze S-Satze
Methyliodid T 21-23/25-37/38-40 36/37-38-45

Mopso Xn 36/37/38 26-36
Natriumbordeuterid FT 11-15-34-23/24/25 16-43-36
Natriummetabisulfit Xn 22-31-37-41 26-39
Natriummetaborat Xn 36/37/38 26-36
Natriummetaperiodat 0 8 -
Natriummetavanadat T 25 45

Pentan F 11 9-16-29-33
Perchlorsaure (65%) C 31-34 26-38.1-36/37/39-45
Petrolether F 11 9-16-29-33
Phosphorséure (85%) C 34 26-36/37/39-45
Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1
Pyridiniumdichromat T 8-45-36/37/38-23/24/25 53-17-26-27-36/37/39
Schwefelséure (98%) C 35 26-30-45

Silbernitrat C 34 26-45
Tetrahydrofuran F, Xi 11-19-37/37 16-29-33
Trichloracetonitril T 23/24/25 45

Triethylamin F, Xi 11-36/37 16-26-29

Wasserstoff F 12 9-16-33

Tab. 15 Gefahrenkennzeichnung der verwendeten Substanzen (Teil 2).
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