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1 Einleitung

Das Leben von Pflanzen ist in einem weitaus grofSeren Umfang von ihrem direkten
Lebensraum abhéngig, als dies bei Tieren oder Menschen der Fall ist. Pflanzen haben
einen festen Standort und profitieren somit von den ihnen zuganglichen Ressourcen
wie Licht, Wasser, Nahrstoffen und Mineralien oder leiden unter ihrem Mangel. Sie
haben keine Moglichkeit, durch Standortveranderung Schadstoffen, konkurrierenden
Pflanzen oder anderen ungiinstigen Lebensumstinden aus dem Weg ,zu gehen”.
Besonders deutlich wird dieser Nachteil bei Befall durch Pathogene oder Schadlinge.
Wihrend Tiere sich gegen Feinde durch aktiven Kampf verteidigen oder wenigstens
durch Flucht entziehen konnen, haben Pflanzen diese Moglichkeiten aufgrund ihres

fixierten Standortes nicht.

Im Laufe der Evolution haben die Pflanzen jedoch vielféltige Strategien entwickelt, um
diesen Nachteil moglichst auszugleichen. Schon im Jahr 1888 hat ERNST STAHL,
Professor in Jena, die wechselseitige Anpassung zwischen Pflanzen und ihren

herbivoren Insekten beobachtet.’

1.1 Verteidigungssysteme von Pflanzen

EHRLICH und RAVEN haben 1964 mit als Erste ein Modell schrittweiser und
wechselseitiger chemischer Evolution (Koevolution) zwischen Pflanzen und Insekten
vorgeschlagen, wobei die feindlichen chemischen Wechselwirkungen zwischen
Pflanzen und ihren natiirlichen Feinden die treibende evolutiondre Kraft fiir die
Anpassung und Weiterentwicklung beider Gegner sind.” Diese uralten Wechsel-
wirkungen koénnen dafiir verantwortlich sein, dass verwandte Pflanzenarten dhnliche
Sekundadrmetabolite bilden und eng verwandte Insektenfamilien &dhnliche

Wirtspflanzen wahlen.

Inzwischen hat sich das Konzept der Koevolution fortentwickelt. Man unterscheidet
zwischen paarweiser und diffuser Koevolution. Die erste bezieht sich auf ein wechsel-
seitiges und schrittweises , Wettriisten” der Pflanze und ihres Schadlings, wahrend
sich die zweite und weitaus haufigere darauf bezieht, dass mehrere verwandte
Insektenarten eine Reihe chemisch dhnlicher Pflanzen befallen. Auch hierbei kénnen

Herbivore und Pflanzen die Entwicklung des jeweils anderen stark beeinflussen.



Pflanzen haben sich also im Laufe der Zeit auf ihre Frafifeinde eingestellt und mehr
oder weniger spezifische Abwehrmechanismen gegen sie entwickelt. Neben den
physikalischen Methoden der Verteidigung, wie der Ausbildung von Dornen oder
einer dicken und undurchdringlichen Cuticula, hat dieser Prozess hochkomplexe und
iiberraschend kreative Angriffs- und Verteidigungsstrategien hervorgebracht, die vor

allem auf chemischen , Kampfstoffen” basieren.

1.1.1  Konstitutive chemische Verteidigung

Viele Pflanzen haben die Substanzen zu ihrer Verteidigung bereits gebildet, bevor sie
iberhaupt geschadigt werden. Bei dieser konstitutiven (konstitutiv: grundlegend,
wesentlich) chemischen Verteidigung gehoren Gifte auch zur normalen Ausstattung
der Pflanze, wenn sie nicht angegriffen wird. Der Vorteil dieser Methode liegt darin,
dass die Verteidigung sofort bereit ist und die nétigen Toxine, z.B. die dtherischen Ole
des Eukalyptus, im Bedarfsfall nicht neu synthetisiert werden miissen. Andererseits
birgt diese Methode auch Gefahren. So muss die Pflanze gegen das eigene Gift immun

sein, damit sie nicht selber geschadigt wird.

Seltene Aminoséduren
Eine interessante Strategie der Verteidigung, die allerdings eher eine Langzeitwirkung
besitzt, als direkt der betroffenen Pflanze zu helfen, ist die Verwendung seltener
Aminosiuren.® Die korrekte Funktion von Proteinen und Enzymen ist von ihrer
dreidimensionalen Struktur und somit vom korrektem Einbau der richtigen
Aminosduren bei der Proteinbiosynthese abhédngig. Viele Pflanzen enthalten zu ihrer
Verteidigung sehr seltene, nicht proteinogene Aminosauren, die teilweise mehr als 10%
der Trockenmasse ausmachen konnen. Sie weisen eine grofe strukturelle Ahnlichkeit
mit normalen Aminosduren auf. Ein Beispiel ist das Canavanin, ein Strukturanalogon

des Arginins.

Wird die Pflanze gefressen, wird diese Aminosdure wie alle anderen in den
Aminosdurepool des Herbivoren {ibernommen. Durch die grofe Ahnlichkeit ist die
Arginin-tRNA vieler Tiere jedoch nicht in der Lage, zwischen Original und Falschung
zu unterscheiden und baut auch das ,falsche” Arginin ein. Dies kann die biologische

Aktivitat des produzierten Proteins stark reduzieren oder sogar ganz ausschalten.
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O OH O OH
HoN HoN
7
1 HN\H/NHz 2 HNTI/NHZ
NH NH
Canavanin Arginin

Abb. 1: Canavanin und Arginin als Strukturanaloga

Die Arginin-tRNA der Pflanze selbst kann dagegen zwischen Canavanin (1) und
Arginin (2) unterscheiden. Haufig haben jedoch auch die Schadlinge dieser Pflanzen
sich im Laufe der Evolution an diesen Schutzmechanismus angepasst und kénnen bei

der Proteinbiosynthese genauso zwischen den Aminosauren differenzieren.

1.1.2  Aktivierte chemische Verteidigung

Bei der aktivierten chemischen Verteidigung bewahrt die Pflanze nichttoxische
Vorstufen der Substanz in einem abgetrennten Bereich auf und ein entsprechendes
Enzym, das daraus das Gift freisetzt, in einem anderen. Wird ein Stiick der Pflanze von
einer Raupe gefressen und dadurch die Kompartimentierung aufgehoben, so werden

Enzym und Substrat vermischt und das Gift kurz darauf freigesetzt.

Blausaure

Blausaure ist ein sehr starkes Atmungsgift, weil es die Cytochrom-Oxidase hemmt.
Schiatzungsweise 10% aller Pflanzen verteidigen sich mit diesem Gift gegen Frafifeinde.
Pflanzen, die auch selber eine mitochondriale Atmungskette besitzen, enthalten das
Gift in gebundener Form als sogenanntes cyanogenes Glykosid. Fiir die Freisetzung ist
die Spaltung des Glycosids mittels einer Glycosidase notwendig, die in einem anderen
Kompartiment der Pflanze gespeichert ist (Abb. 2). Durch das Entfernen des Zuckers
entsteht ein Cyanhydrin, das sehr instabil ist und leicht in Aldehyd und Blausdure

zerfallen kann.

Ein Beispiel fiir diese Methode ist die Limabohne (Phaseolus lunatus). Sie enthalt in
ihren Samen, aber auch in der Pflanze selbst, grofse Mengen an cyanogenen Glucosiden

aus Vanillin oder 4—Hydroxybenzaldehyd.4



OH OH
O(Gle) H,0 Glucose HCN
" N R
Glucosidase - Hydroxynitril-
Lyase
NC O(Glc)-(Glc) NC OH H 0]
3 4 5
cyanogenes Cyanhydrin Aldehyd
Glucosid

Abb. 2: Das Cyanhydrin, das sich nach der Abspaltung des Zuckers bildet, zerfallt spontan in
Aldehyd und Blausaure. (Glc) = Glucose, R=H (90%) und OMe (10%) bei P. lunatus

Senfole

Senfolglucoside oder Glucosinolate (6) bieten einen dhnlichen Schutz.” Sie kommen in
Raps, Kohl, Kapuzinerkresse, Rettich und Senf vor. Auch hier gibt es eine rdumliche

Trennung durch Kompartimentierung von ungiftigen Vorstufen und Glucosidase.

Das im Kohl enthaltene Glucobrassicin (6, Abb. 3) wird aus Tryptophan gebildet. Auch
hier entsteht nach der Abspaltung des Glucoserestes ein sehr instabiles Produkt. Nach
der spontanen Abspaltung des Sulfatrestes und einer Umlagerung bildet sich ein

Isothiocyanat 8, das Senfol.

H,O  Glucose SO,% +H"

HN_ _~ \ / HN_ _~ j HN_ _~

. Thioglucosidase spontane  Ss
(Gle)—S HS Umwandlung C\\N

N| @SO N| @SO 8
6 ~0~ 3 7 ~0~ 3

Glucosinolat Isothiocyanat
(Glucobrassicin) (Senfdl)

Abb. 3: Nach Abspaltung der Glucose zerfallt das Produkt in Sulfat und Senfél.

1.1.3 Induzierte chemische Abwehr

Die Produktion von Abwehrstoffen (Phytoalexinen) und Giften bedeutet fiir die
Pflanze auch immer einen Verbrauch von Ressourcen. Um diesen Verbrauch zu
minimieren und dadurch die Gesamtfitness zu erhdhen, produzieren viele Pflanzen
ihre Phytoalexine nur im konkreten Bedarfsfall. Dabei induzieren spezifische Signale,

wie Zellwandfragmente oder Substanzen, die von dem Schadling abgegeben werden,
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sogenannte Elicitoren, die Genexpression, die dann wiederum die Produktion der

Abwehrstoffe einleitet.

Das Wissen um Phytoalexine ist schon 60 Jahre alt. Im Jahr 1941 prasentierten MULLER
und BORGER zum ersten Mal ihre Phytoalexin-Hypothese (aléxein (gr.): abwehren). Sie
konnten zeigen, dass Tomatenknollengewebe, das erst mit einer nicht infektidsen,
inkompatiblen Art von Phytophtera infestans infiziert wurde, danach gegen den Befall
mit einer infektiosen, kompatiblen Art von P. infestans eine Resistenz ausgebildet hat.
Aus ihren Experimenten schlossen sie, dass das Gewebe durch die Wechselwirkung
mit der inkompatiblen Art nicht-spezifische Substanzen (Phytoalexine) gebildet hatte.
Diese verhinderten das weitere Wachstum des Pathogens und stellten auch bei der

nachfolgenden Infektion mit der kompatiblen Art einen wirksamen Schutz dar.’

Zu dieser Zeit war noch nichts tiber Art oder chemische Struktur der Substanzen
bekannt. Heute wissen wir jedoch, dass die chemische Vielfalt dieser Phytoalexine

imments ist.

\ _—

Psoralen

Pisatin 11

9

Nikotin 13

Abb. 4 : Beispiele fur Phytoalexine. Pisatin, Phaseolin, Psoralen, Resveratrol, Nikotin und

Papyriferinsaure

Die erste Substanz, die als Phytoalexin aufgeklart wurde, war das Pisatin (9, Abb. 4).

Erst 20 Jahre nach der Hypothese von MULLER und BORGER konnte diese



antimykotische Verbindung aus den Schoten der Gartenerbse (Pisum sativum) isoliert

werden, wenn sie zuvor mit einem Pilz infiziert wurden.

Wie das Pisatin (9) gehort auch Phaseolin (10), das aus der Gartenbohne (Phaseolus
vulgaris) stammt, zu der Gruppe der Pterocarpane, die sich von den Isoflavonoiden

ableiten. Phaseolin ist gegen Bakterien, Hefen und Pilze wirksam.®

Das Psoralen (11) stammt aus der grofSen Gruppe der Furanocumarine, die man in
Doldenbliitlern, Nelken und Limonen findet. Ein Symptom, das durch das Toxin
hervorgerufen wird, sind grofie wassergefiillte Blasen auf der Haut.® Thre besondere
Toxizitat entfalten diese Phototoxine in Kombination mit UV-Licht. Dadurch sind diese

Verbindungen in der Lage, an die DNS zu binden und so grofien Schaden anzurichten.

Resveratrol (12) ist ein Phytoalexin aus Trauben. Bei dieser Substanz wurde in den
letzten Jahren immer wieder eine tumorrepressive Wirkung bei Saugetieren diskutiert.
Im Wein sind je nach Jahrgang, Wetter, Lage, Traubenart und Pathogenbefall sehr
unterschiedliche Mengen Resveratrol enthalten, wobei Rotwein generell deutlich mehr

enthilt als Weiwein.'°

Ein erhohter Nikotingehalt (13) in Tabakbldttern macht die Pflanze in wenigen Tagen
nach Befall durch Raupen fiir den Schadling ungeniefbar. Nur den spezialisierten
Schadlingen der Tabakpflanze macht dies nichts aus, da sie an diese

Verteidigungsmethode angepasst sind.™

Selbst gegen Saugetiere wirken Phytoalexine. Die Papyriferinsdure (14) wird von der
Alaskapapierbirke (Betula resinifera) und der Erle (Alnus crispa) bei Bedarf produziert
und auf der Blattoberfliche von jungen Trieben gelagert. Dies hindert den
Schneeschuhhasen daran, diese besonders geschiitzten Pflanzenteile zu fressen. Das
Triterpenoid kann in den juvenilen Wachstumsphasen der Internodien bis zu 30

. 12
Prozent des Trockengewichts ausmachen.

1.1.4  Tritrophe und multitrophe Systeme

Neben den direkten Wechselwirkungen zwischen Pflanze und Herbivor oder
Pathogen, zeigen neuere Forschungen auch die chemische Kommunikation zwischen
Pflanze, Herbivor und einer dritten trophischen Ebene, die fiir die Abwehr von
Schadinsekten eine wichtige Rolle spielt. Viele Pflanzen, die akut von Schadlingen

befallen werden, sind in der Lage, ,um Hilfe zu rufen”. Dabei locken sie aktiv mit
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Duftstoffen Parasiten oder Feinde der Schadinsekten an. So lockt zum Beispiel die
Limabohne Phaseolus lunatus bei Befall durch die herbivore Spinnmilbe Tetranychus
urticae ihren natiirlichen Feind, die Raubmilbe Phytoseiulus persimilis an. Die Raubmilbe
wird vom Luftstrom transportiert und wandert so von Pflanze zu Pflanze auf der
Suche nach Nahrung. Durch ihre olfaktorischen Sinne ist sie in der Lage, von der
Spinnmilbe befallene Pflanzen von nicht befallenen zu wunterscheiden. Solche
Duftstoffe, die von der Pflanze und nicht von dem Schédling abgegeben werden, sind
das Signal fiir die Milbe, die Wanderung zu beenden. Das Tier beginnt dann, auf der

Pflanze nach den Spinnmilben zu suchen.™

Ein vergleichbares Beispiel tritropher Interaktion bietet die Kommunikation zwischen
Raupen, Pflanzen und parasitiren Wespen. Das erste bekannte System dieser Art
bestand aus der parasitiaren Wespe Cotesia marginiventris, Maispflanzen (Mays zea) und
der Schmetterlingsraupe Spodoptera exigua. C. marginiventris ist ein Parasit der Larven
von Sp. exigua, indem sie ihre Eier in das Innere der Raupen ablegt. Wie die Limabohne
reagiert auch die Maispflanze mit der Emission von Duftstoffen auf den Frafs der
Raupen. Die Pflanze wird dadurch attraktiv fiir die parasitire Wespe. Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Duftstoffe fiir das jeweilige System charakteristisch sind. So

werden die Wespen nicht bei Befall durch die Spinnmilben angelock’c.14

1.2 Signaltransduktion in héheren Pflanzen

Wenn die Pflanze von Pathogenen oder Herbivoren befallen wird, ist zur induzierten
Biosynthese von Abwehrsubstanzen ein effektives Signaltransduktionssystem
erforderlich. Thr Uberleben ist von einer schnellen Antwort auf die Schadigung
abhéngig. Die primédren Elicitoren, die die Pflanze aktivieren, sind von der Art des
abzuwehrenden Pathogens abhédngig und gehoren verschiedenen Substanzklassen an.
Es sind unter anderem Oligosaccharid-Fragmente aus den Zellwanden der pathogenen
Pilze oder der Pflanze selbst, kleine Proteine (, Elicitine”) aus Pilzen, Enzyme (z.B. -
Glucosidasen) und Fettsaure-Aminosdure Konjugate (z.B. Volicitinls) aus dem
Speichelsekret von Insekten, oder auch Sekundarmetabolite aus dem Stoffwechsel der

Pflanze oder des Pathogens.

Trotz dieser Vielfalt der Elicitoren kann man im Moment nur zwei verschiedene
Signalwege unterscheiden. Dies ist zum einen die verwundungs-induzierte Signalkette

und zum anderen die hypersensitive Reaktion auf den Pathogenbefall.



1.2.1  Signalweg der Wundantwort

Verletzungen an Bléttern durch Insekten oder durch mechanische Zerstorung fiihren
in vielen Pflanzen zur Produktion von Proteinase-Inhibitoren (PINs), sowohl lokal als
auch systemisch. Tomatenpflanzen (Lycopersicon esculentum) reagieren auf
Verletzungen ihrer Blatter mit einer systemischen Biosynthese von PINs. Diese greifen
in das Verdauungssystem von Insekten und den Stoffwechsel von Pathogenen ein,
reduzieren die Verfiigbarkeit von essentiellen Aminosduren und verzdgern so das
Wachstum der Schiddlinge. Diese Reaktion wird durch Jasmonsdure bzw. andere

Octadecanoide oder auch durch Ethylen als Signalmolekiile eingeleitet.

Octadecanoide
Obwohl es eine grofle Vielfalt an primédren Elicitoren und unterschiedlichen
Abwehrreaktionen gibt, scheinen die Verteidigungsmechanismen der meisten
untersuchten Pflanzenarten bei Verwundung, z.B. durch Herbivore, wenigstens auf
einer gemeinsamen Gruppe von Signalmolekiilen zu beruhen. Die priméren Elicitoren
induzieren iiber eine noch weitgehend unbekannte Signalkaskade die Biosynthese von
Jasmonsaure (Abb. 5). Diese Substanz wird in Pflanzen iiber den von VICK und
ZIMMERMAN beschriebenen Octadecanoidweg herges’cellt.16 Ausgangssubstanz ist
dabei die Linolensdure (15), die, nach der Oxidation zu (13S)-Hydroperoxyoctadeca-
9,11,15-triensdure (16), in mehreren Schritten zur 12-Oxophytodiensdaure (OPDA, 18)
umgesetzt wird. Diese zeigt ebenfalls, wie die Jasmonsdure (JA, 20), eine starke
biologische Aktivitit."”” Durch die nachfolgende Reduktion und Kiirzung der

Seitenkette durch drei Zyklen einer 3-Oxidation entsteht schliefslich Jasmonsaure (JA).

Die Jasmonsdaure oder ihr Methylester (MeJA) induzieren in der Pflanze spezifische
Abwehrreaktionen. Sie aktivieren Gene von Proteinase-Inhibitoren oder von Enzymen,
die bei der Produktion von Sekunddremetaboliten und Phytoalexinen eine Rolle
spielen. Jasmonsdure ist auch an der Regulation von Alterungs- und

Wachstumsprozessen in der Pflanze beteiligt.

Aufgrund dieser zentralen Rolle von Jasmonsdure im Sekundirstoffwechsel des
pflanzlichen Abwehrsystems kann man durch kiinstliche Applikation von JA oder
MeJA in vielen Systemen Schadlingsbefall imitieren und die entsprechende Antwort

der Pflanze auslosen. So induziert JA die Biosynthese von Duftstoffen, Taxol,
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Alkaloiden, Glucosinolaten, Ethylen, JIPs (jasmonate induced proteins), aber auch

Rankenkriimmung und Knollenbildung.18'20

Primire Elicitoren C———> Jasmonsiure-Biosynthese
Oligosaccharide

Chitosan

Oligopeptide (Elicitine) —

Volicitin LA |

— COOH
lonophore (Alamethicin) 15

l 13-Lipoxygenase
HOO

13-HPOT
16 N COOH

l Allenoxid Synthase

12,13-EOLA O

17 X — COOH
o Allenoxid Cyclase
___________ 12:0PDA —
| 18 COOH
E o Phytodienoat Reduktase
; OPC
| 19 COOH
; u i 3-Oxidasen

O
Genaktivierung < ] —
Sekundarmetabolite ep-JA COOH
Phytoalexine 20
0 r
W TN
JA
21 COOH

PINs
Abb. 5: Octadecanoid-Pathway. LA=Linolenséaure; 13-HPOT=(92),(11E),(152)-(13S)-Hydro-
peroxyoctadeca-9,11,15-triensaure; 12,13-EOLA=(92),(152)-12,(13S)-Epoxyoctadeca-9,11,15-
triensaure; 12-OPDA= (9R,13S)-12-Oxophytodiensaure; OPC= (9R,13S)-3-Ox0-2-(2'-pentenyl)-

cyclopentanoctansaure; JA= (3R,7R)-Jasmonsaure; epi-JA= (3R,7S)-epi-Jasmonsaure

Zu beachten ist aufSerdem, dass Jasmonsaure in vier stereoisomeren Formen vorliegen

kann, von denen allerdings nur zwei Biosyntheseprodukte sind: (+)-(3R,7S)-epi-JA (20,
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vgl. Abb. 5), das aktive, aber thermodynamisch ungiinstige Isomer, und (-)-(3R,7R)-JA
(21), zu welchem JA leicht tiber die Enolform tautomerisiert. Im Text ist immer die
aktive epi-Form der Jasmonsaure gemeint, wenn iiber JA und Jasmonséure geschrieben

wird.

Schliefslich ist auch nicht auszuschliefsen, dass weitere Octadecanoide oder dhnliche

Oxylipine grundlegende Signal- und Steuerungsfunktionen haben.

Ethylen
Ethylen (25, Abb. 6) ist in Pflanzen u.a. an der Auslosung von Seneszenz beteiligt und
spielt ebenfalls bei der pflanzlichen Abwehrreaktion in der Wundantwort eine
entscheidende Rolle.”* Bekannt ist seine Rolle beim Import von Bananen. Wobei die
gekiihlten Friichte weit vor ihrem Reifestadium geerntet und verschifft werden, und
die Reifung erst wenige Tage vor Ankunft in Europa durch Begasung mit Ethylen

ausgelost wird.

Die Ethlyenbiosynthese verlduft {iber das S-Adenosylmethionin (22). Die positive
Ladung am Schwefel erleichtert die Spaltung zur Cyclopropanaminosaure (23) durch
die Bildung einer guten Abgangsgruppe. Durch eine ACC-Oxidase wird das
Cyclopropan zu Ethylen (25), Kohlendioxid, Blausdure und Wasser gespalten. Ebenso
wie fiir die Wirkung von JA ist auch fiir die Ethylenwirkung die Signalkette noch nicht
vollig aufgekldart. Untersuchungen an ethylenunempfindlichen Mutanten von
Arabidopsis  thaliana haben gezeigt, dass an der Signaltransduktion mehrere
hintereinander geschaltete Protein-Kinasen beteiligt sind, wobei eine Histidin-

Proteinkinase moglicherweise als Ethylenrezeptor fungiert.22

cod” cod’ co
L0 L L9 120, HO0 2
NG 3 \ j HCN 4+ H

CH - -
' 2 ACC-Synthase 23 ACC-Oxidase H\% H
CH 25

2
|
HyC—S® HsC—S

0 Adenin 0 Adenin

OH OH 24 OH OH
Abb. 6: Ethylen Biosynthese. Die Aminocyclopropan-Carboxylat-Synthase (ACC-Synthase)
spaltet das S-Adenosylmethionin zur Cyclopropanaminosaure (23) und 24. Die ACC-Oxidase

oxidiert das Produkt danach zu Ethylen, Wasser, Blausaure und CO.,.
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1.2.2  Signalweg bei Pathogenbefall und SAR

Hypersensitive Reaktion
Eine sehr effektive Verteidigung besteht darin, nach dem Eindringen eines Pathogens
dessen weitere Verbreitung moglichst zu verhindern und seine Ausbreitung auf einen
moglichst kleinen Gewebebereich der Pflanze zu beschranken. Dabei entstehen,
ausgelost durch die hypersensitive Reaktion (HR), lokale Nekrosen, also Bereiche mit
abgestorbenem Zellgewebe, die vermutlich aus programmiertem Zelltod (Apoptose)
resultieren. Da der Eindringling zur Verbreitung auf lebenden Zellinhalt angewiesen

ist, opfert die Pflanze die umliegenden Zellen.

Neben dem lokalen Zelltod sind an der Infektionsstelle haufig eine Reihe von
Zellwandverdanderungen zu beobachten. Diese Verinderungen, zu denen z.B. die
Verstarkung der Zellwand durch Ligning’23 oder die Akkumulation und Verkniipfung
von Zellwandproteinen gehéren,24’25 dienen als physikalische Barrieren. Als Ausloser
fiir den programmierten Zelltod wurde in vielen Féllen ein starker Anstieg von aktiven
Sauerstoff-Spezies wie Superoxid und/oder Wasserstoffperoxid ausgemacht

(,,oxidative burst“).26

Systemisch erworbene Resistenz (SAR)
Neben den nekrotischen Lasionen durch die hypersensitive Reaktion, die das
Wachstum und die Ausbreitung des Pathogens verhindern sollen, werden zahlreiche
weitere Verteidigungsantworten der Pflanze systemisch induziert und mehrere Gene
koordiniert exprimiert. Zu den Genprodukten dieser sogenannten SAR-Gene gehoren
verschiedene Gruppen von PR-Proteinen (pathogenesis-related-proteins) wie Chitinasen
und Glucanasen. Die meisten der bisher bekannten PR-Proteine zeigen in vitro
antimikrobielle Aktivitat oder erhohen die Krankheitsresistenz, wenn sie in transgenen
Pflanzen {iberexprimiert werden. Inzwischen gilt als gesichert, dass PR-Proteine direkt

fiir eine erhohte Resistenz der Pflanze verantwortlich sind.

Die Synthese und Anreicherung von Salicylsdure scheint dabei fiir die Aktivierung
einer Reihe sowohl lokaler als auch systemischer Verteidigungsreaktionen notwendig

Zu sein.
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Salicylsdure
Bereits seit einigen Jahren ist bekannt, dass bei Experimenten mit Salicylsdaure (26, SA,
Abb. 7) oder Aspirin an Tabak die Expression von PR-Proteinen eingeleitet und

dadurch die Resistenz gegen den Tabakmosaikvirus (TMV) erh6ht werden kann.

COOCH COOMe
OH OH
26 27

Abb. 7: Salicylsédure (SA), Methylsalicylat (MeSA)

Ein nicht geringer Anteil der SA wird in eine mogliche Speicherform, die Salicylsaure-
B-glucoside, umgewandelt. Vieles spricht dafiir, dass SA auch der mobile Signalstoff
fiir die SAR innerhalb der Pflanze ist. Es konnte auch Methylsalicylat (27) als fliichtiger
Signalstoff identifiziert werden, der die Verteidigungsmechanismen in benachbarten
Blattern und moglicherweise sogar in benachbarten Pflanzen aktiviert. Methylsalicylat

kann nicht nur in der Gasphase sondern auch, genau wie Salicylsdaure, im vaskuldren
7

System der Pflanze transportiert werden.?

f

3-glucoside

B-glucoside \_ o= 7/

Abb. 8: Modell der Funktionen von Salicylsaure in der Pflanze nach Klessig.?’
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1.2.3  Wechselwirkungen zwischen JA, Ethylen und SA

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass die unterschiedlichen Verteidigungs-
reaktionen keineswegs voneinander unabhingige, lineare Signalkaskaden sind,

sondern sich gegenseitig beeinflussen, sogar blockieren kénnen.

Wihrend Jasmonsaure und Ethylen in vielen Systemen synergistisch wirken, blockiert
Salicylsdure, die bei Pathogenbefall produziert wird, die wundinduzierte Genexpres-
sion in Tomatenpflanzen. Dies geschieht wahrscheinlich durch Inhibierung der

Jasmonsdure-Biosynthese (siehe Seite 8).

1.3 Pseudomonaden als Pathogene

1.3.1 Pseudomonas syringae pv. glycinea

Eine wichtige Rolle bei der Untersuchung von Pflanzen-Pathogen-Wechselwirkungen
spielt P. syringae, ein Gram-negatives, obligat aerobes, stabchenférmiges und polar
begeifieltes Bakterium und dessen Phytotoxine. Das Bakterium ist der Erreger des
Bakterienbrandes auf Sojapflanzen, dabei bilden sich wasserdurchtriankte Bereiche im
Blatt, die sich im Verlauf der Krankheit in nekrotische, von chlorotischen Hofen
umgebene Zonen umwandeln. Da diese Krankheit vermehrt nach Perioden kiihler
Witterung auftritt, wird P. syringae pv. glycinea auch als ein typisches
Kaltwetterpathogen bezeichnet.®® Die Schiden, die durch dieses Bakterium

hervorgerufen werden, sind dabei von betrachtlicher wirtschaftlicher Bedeutung.29

P. syringae pv. glycinea lebt epiphytisch auf der Blattoberflache oder im Boden bzw.
auf abgestorbenem Pflanzenmaterial. Von dort dringt das Bakterium {iber die
Spaltoffnungen (Stomata) auf der Blattunterseite oder {iiber kleine Wunden der
Cutikulaschicht in den Interzellularraum des Blattgewebes (Mesophyll) ein. Ist das
Pathogen erfolgreich in seine Wirtspflanze eingedrungen, beginnt es, sich im
Interzellularraum zu vermehren. Typische Symptome des Bakterienbrandes werden 5-
7 Tage nach erfolgreicher Besiedlung von P. syringae pv. glycinea auf seiner

Wirtspflanze, der Sojabohne, sichtbar.

1.3.2  Coronatin und der Indanoyl-Isoleucinmethylester

Eine wichtige Waffe des Bakteriums zur Besiedelung der Pflanze ist das Phytotoxin

Coronatin (28, COR, Abb. 9). Es handelt sich um ein nicht wirtsspezifisches Polyketid-
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Aminosdurederivat, das von P. syringae pv. glycinea sowie den eng verwandten
Pathovaren pv. atropurpurea, pv. morsprunorum, pv. maculicola und pv. tomato

produziert wird.*>%

0] O]
_ _
o OH
O] O]
18 20
COOH
COOH

Abb. 9: Coronatin (COR), Coronafacinsaure (CFA), Coronamséaure (CMA), 12-Oxophytodien-
saure (OPDA), Jasmonsaure (JA)

Coronatin (28) gilt als ein wichtiger Virulenzfaktor von P. syringae, der entscheidend
am Krankheitsverlauf bzw. an der Symptomauspragung beteiligt ist.* Dabei sind
Chlorosen die typischen Symptome, die bei einer groflen Anzahl von Pflanzen
hervorgerufen werden. Daneben bewirkt das Phytotoxin ein grofies Spektrum weiterer
Effekte, z.B. die Verstirkung des Abbaus der Blattsubstanz (Seneszenz) in
Tabakpﬂamzen,34 die Hypertrophie in Kartoffelknollen,™ die Inhibierung des
Wurzelwachstums im Weizen,® die Stimulation der Stomataoffnungen im Roggen, die
Stimulation der Ethylen-Biosynthese im Tabak sowie die Synthese von Proteinase-

Inhibitoren in Tomatenpﬂanzem.37'40

Coronatin ist aus der Coronafacinsdure (29, CFA) und der Cyclopropylaminosaure
Coronamsaure (30, CMA) aufgebaut. Bei CFA handelt es sich um ein Produkt des
Polyketidstoffwechsels, bestehend aus drei Acetateinheiten, einer Butyrat- und einer
Pyruvateinheit. Die biosynthetischen Vorlaufer der CMA sind allo-Isoleucin und
Isoleucin. Dabei kénnen auch Isoleucin und allo-Isoleucin mit der CFA verkniipft

werden. Wahrend diese aber wieder spaltbar sind, ist das Amid des Coronatins durch
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die Dialkylierung am o-Kohlenstoff der Aminosdure gegen die iiblichen spaltenden

Enzyme geschiitzt.

3X =—
I\T(COOH H
— COOH
o
_A~\_-COOH 29

HOOC, " IvleH K
L-Isoleucin U—‘\\\/ > CFA-ile
H,oN l
H Me L
L-allo-Isoleucin HOOC’/)_Q‘\ > CFA-aile

(+)-Coronamséure HOOCA\\ k » Coronatin

H,N H

Abb. 10: Biosyntheseroute des Coronatins. CFA wird aus drei Acetateinheiten, einer Pyruvat-
und einer Butyrateinheit aufgebaut und dann mit CMA bzw. deren biosynthetischen Vorlaufern
verknipft.

Interessanterweise dhnelt die Coronamsédure (30) der Cyclopropanaminosdure (23),
welche die Vorstufe der Ethylen-Biosynthese (Abb. 6) ist. Diese strukturelle
Ahnlichkeit lasst vermuten, dass CMA mdglicherweise die pflanzliche Ethylen-

Biosynthese beeinflussen kann.*

Die Coronafacinsdure (29) dagegen dhnelt strukturell der Jasmonsaure (20, JA, Abb. 9),
welche, wie schon besprochen (siehe Seite 8), eine essentielle Rolle bei der Regulation
der pflanzlichen Abwehr gegeniiber Insekten und Pathogenen spielt. Einige wenige
Untersuchungen haben ergeben, dass CFA 29 und JA 20 sehr dhnliche biologische
Aktivititen besitzen, wenn sie in Jasmonat-spezifischen Tests eingesetzt werden.*!
BUDDE und ULLRICH konnten zeigen, dass CFA bei Sojabohnen die Ausbildung der
hypersensitiven Reaktion nach Befall mit P. syringae hinauszogert und reduziert.” In

den meisten anderen Bioassays dagegen zeigen die beiden einzelnen Bestandteile des
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Coronatins (28) keine biologische Aktivitat. Coronatin ist im Vergleich zu JA in vielen

Assays 100 bis 10.000 mal starker aktiv. 4%

Abb. 11: OPDA und Coronatin aufeinander abgebildet.

Coronatin besitzt zudem funktionelle und strukturelle Ahnlichkeit mit dem
pflanzlichen Octadecanoid-Signalmolekiil 12-Oxo-phytodiensdure (18, OPDA, Abb.
11), einem Intermediat im Octadecanoid-Weg und somit einer Vorstufe der
Jasmonsdure (20). Es war WEILER (1994), der zeigte, dass das Phytotoxin nicht als
reines Analogon zu JA gesehen werden darf.®® Die Positionen der Carboxylgruppe
sind relativ zum Cyclopentylring bei Coronatin und JA sehr unterschiedlich. Diese
Struktureigenschaften stimmen mit OPDA (18) viel besser iiberein. OPDA besitzt,
ahnlich wie JA (20), zahlreiche regulatorische Funktionen bei der pflanzlichen Abwehr-

. 46
reaktion. %

Inzwischen wurde in vielen Arbeiten gezeigt, dass durch JA 490 und durch OPDA *°
hervorgerufene Effekte in der Pflanze durch Coronatin reproduziert werden koénnen,
was auf ein Mimik von OPDA und JA durch das Toxin hinweist.****® Wahrscheinlich

liegt gerade hier der Grund fiir die Toxizitdt des Coronatins.

Die Tatsache, dass Coronatin bestimmte Antworten der Pflanze analog zu JA oder
OPDA auslosen kann und zudem auch schon in viel geringeren Konzentrationen,
macht dieses Produkt der Pseudomonaden zu einem wichtigen Werkzeug fiir die
Untersuchung des Sekundarstoffwechsels von Pflanzen. Appliziertes Coronatin kann

dabei helfen, die Produktion von wichtigen Metaboliten aus Zellkulturen zu s’ceigern.s3
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Fast alle Antworten der Pflanzen, die sich durch JA induzieren lassen, sind schon mit

kleinsten Mengen Coronatin hervorzurufen.

Leider ist das Phytotoxin synthetisch nur sehr aufwendig zuganglich (siehe Kapitel
3.2.2). Der einzige effektive Zugang ist die Extraktion von Bakterienkulturiiberstinden
von P. syringae. Deshalb wire ein synthetisch einfach zugéngliches Coronatinanalogon
eine grofie Hilfe. Erste wichtige Schritte in diese Richtung sind KRUMM gelungen.54 Er

entwickelte die Indanon-4-carbonsédure-Isoleucinkonjugate (31, Ind-IleMe).

_
31
0 NH O NH
Oﬁ/‘&’/\ O
28 0 :
OH : OMe N
N

Abb. 12: Transformation der stereochemisch komplexen Coronatinstruktur zum Indanoyl-lleMe-

Konjugat

Er ersetzte den CFA-Teil des Coronatins durch die einfach zugéngliche Indanon-
carbonsdure. Die wannenformige CFA-Struktur wird dabei durch einen planaren
Bicyclus ersetzt. Die Coronamsaure wird gegen ihren biosynthetischen Vorldufer, das
L-Isoleucin, ausgetauscht. Die Versuche von KRUMM haben gezeigt, dass die
Transporteigenschaften der Methyl- bzw. Allylester der Aminosaure den freien Sauren
iiberlegen sind. In der Pflanze werden die Ester wieder verseift und kénnen dann ihre
biologische Aktivitat entfalten. Methyliertes Coronatin zeigte im Gegensatz dazu keine
biologische Aktivitat mehr. Aufgrund der a-Dialkylierung der Coronamsaure kénnen

die Ester in der Pflanze enzymatisch nicht gespalten werden.

Die biologische Aktivitit des Konjugats des Isoleucinmethylesters 31 und anderer
Indanoyl-Aminosaurekonjugate lag in Konzentrationsbereichen, in denen auch

Jasmonsdure (20) aktiv ist. Zudem zeigten diese Substanzen in Bioassays solche
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Reaktionen, die denen nach Jasmonsdure-Applikation entsprechen und nicht denen

) . 48,5557
mit Coronatin.

1.4 Duftemission bei Phaseolus lunatus

Anhand der Lima- oder Mondbohne wurden bereits zwei Beispiele der Pflanzen-
verteidigung erldautert. Zum einen enthélt die Limabohne grofle Mengen von cyano-
genen Glycosiden, zum anderen ein System zur Emission von Duftstoffen. Sie ist in der
Lage, je nach Herbivor oder Elicitor die Zusammensetzung des emittierten Duftes zu
variieren. Die strukturelle Vielfalt der emittierten Substanzen ist dabei sehr grofs. Die
Verbindungen stammen teilweise aus sehr unterschiedlichen Biosynthesewegen (Abb.

13).

Neben der Einteilung in strukturelle Klassen ldsst sich auch eine Zuordnung von
Duftstoffen zu bestimmten Elicitoren bzw. zu Funktionen vornehmen. Durch
Elicitierung der Duftstoffbiosynthese mit Jasmonsdure werden fast alle moglichen
Klassen an Substanzen produziert. Dagegen wird bei der Elicitierung mit abiotischen
Stressfaktoren wie Schwermetallen (siehe Kapitel 3.3.3) oder durch Depolarisierung
der Zellmembranen mit Alamethicin (siehe Kapitel 3.3.2, Abb. 71) nur die Produktion
der beiden Homoterpene (DMNT 37 , TMTT 38 Abb. 13) und die von Methylsalicylat
aktiv.”® Diese drei Substanzen tauchen beim JA induzierten Duftmuster dagegen nicht
oder nur stark eingeschrankt auf. Je nach Elicitor oder Herbivor erhdlt man nun

unterschiedliche Mischungen dieser beiden Duftmuster.

Nimmt man Coronatin als Elicitor, dann erhdlt man ein besonders komplexes
Duftspektrum (Abb. 14). Das Spektrum beinhaltet sowohl die JA-typischen
Komponenten wie Ocimen, Linalool, CioHis, C10H160, Indol und Caryophyllen als auch
die oben schon erwdhnte zweite Klasse von Duftstoffen, die Homoterpene (DMNT,

TMTT), sowie Methylsalicylat. Coronatin induziert also beide Duftarten.
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Abb. 13: Biosynthesewege zu einigen der emittierten Duftstoffe von P. lunatus. DMNT= (E)-4,8-
Dimethyl-1,3,7- nonatrien; TMTT= (E,E)-4,8,12-Trimethyl-1,3,7,11-tridecatetraen.

Sieht man im Vergleich dazu den Bioassay mit Indanoyl-Isoleucin-Konjugat 31 als
Elicitor, so erhdlt man ein Duftspektrum, das wieder deutlich mehr dem der
Jasmonsdure entspricht als dem des Coronatins. Die Homoterpene kommen gar nicht
(TMTT 38) oder nur stark reduziert (DMNT 37) vor, und auch Methylsalicylat ist nur

noch in Spuren vorhanden.
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Abb. 14: Duftspektrum nach Elicitierung mit Coronatin, 100 uM (IS: interner Standard)
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Abb. 15: Duftspektrum nach Elicitierung mit Indanoyl-Isoleucinmethylester, 100 uM

Zieht man alle bisher vorgenommenen Bioassays in Betracht, so kommt man zu dem
Schluss, dass die neue Verbindungsklasse der Indanoyl-Aminosdure-Konjugate ein
gutes Mimik fiir Jasmonsdure ist. Die Weiterentwicklung dieser neuen Leitstruktur

war deshalb ein vielversprechendes Projekt.
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2 Aufgabenstellung

Mit der Entwicklung der Indanoyl-Isoleucinmethylester-Konjugate (31) hat THOMAS
KRUMM aus unserem Arbeitskreis eine neue Leitstruktur entdeckt. Die Verbindung
zeigte in Bioassays Aktivitit, die weitgehend denen der Jasmonsdure (20) entsprach.
Wenn diese Verbindung dhnliche biologische Antworten bei Pflanzen hervorruft, dann
bindet sie wahrscheinlich auch an dieselben Bindeproteine und Rezeptoren wie die

Jasmonsaure.

Mit dieser Uberlegung 6ffnet sich ein grofles Feld fiir neue Untersuchungen. Bisher ist
noch nichts iiber mogliche Rezeptoren dieses wichtigen und ubiquitdren Signalstoffs
bekannt. Eine bessere Kenntnis der Wirkungsweise der Jasmonsdure und ihrer
phytohormon-dhnlichen Wirkung wére ein wichtiger Schritt zum Verstandnis des

Sekundarmetabolismus von Pflanzen und seiner Steuerung nach Herbivorenbefall.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich deshalb hauptsachlich mit zwei Ansdtzen, um

die Leitstruktur 31 fiir diese wichtigen Untersuchungen weiterzuentwickeln:

1. Erweiterung der Indanon-Struktur zu einem Werkzeug zur Identifizierung von

Rezeptoren oder Bindeproteinen auf Basis der Photoaffinititsmarkierung

2. Verbesserung der strukturellen Coronatin-Analogie durch Hinzufiigen

entsprechender Substituenten an der 6-Position des Indanons

2.1 Photoaffinitdétsmarker

Bei der Entwicklung eines Werkzeugs fiir die Photoaffinititsmarkierung musste
zundchst nach einer geeigneten Struktur gesucht werden, die sich moglicherweise aus
dem Indanoyl-Isoleucin-Konjugat (31) ableiten ldsst. Dabei war in Betracht zu ziehen,
dass die neue Leitstruktur nicht viele Positionen hat, an denen sie ohne Verlust an
Aktivitdt verdndert werden kann. Es sollte die Wahl einer optimalen photolabilen
Gruppe und ihrer Position und schliefllich die Synthese der neuen Verbindung

erfolgen.

Durch Uberpriifung der biologischen Aktivitdt war sicherzustellen, dass die neue

Verbindung analoge Reaktionen wie Jasmonsdure oder Coronatin bei der Pflanze
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hervorruft und damit auch an dieselben potentiellen Bindeproteine bzw. Rezeptoren

bindet.

Es sollte die Fahigkeit der neuen Verbindung getestet werden, ob sie nach Bestrahlen
mit UV-Licht ein hochreaktives Intermediat bilden kann, das dann eine kovalente und

irreversible Bindung mit dem Rezeptor ausbilden kann.

2.2 Coronatin-Analoga

Die unsubstituierten Indanoyl-Konjugate zeigen eine gute biologische Aktivitat im
Vergleich zur Jasmonsdure. Die Wirkung von Coronatin (28) konnen sie jedoch sowohl
qualitativ als auch quantitativ nicht erreichen. Zwischen der Wirkung des Coronatins
und seinem bisherigen Mimik liegen Konzentrationsunterschiede mit dem Faktor 100
bis >1000, je nach Bioassay. In einigen Systemen kann der Indanoyl-Isoleucin-
methylester (31) die biologischen Effekte des Coronatins gar nicht hervorrufen. Die
strukturelle Ahnlichkeit zwischen den beiden Substanzen ist nicht groff genug, um

wirklich von einem Mimik des Coronatins zu sprechen.

Abb. 16: Coronatin und Indanoyl-Isoleucinmethylester

Es sollte deshalb versucht werden, die Strukturanalogie der Indanoyl-Leitstruktur 31
zum Coronatin (28) zu erh6hen und damit die biologische Aktivitat der Verbindung zu
verbessern. Ein gutes Coronatin-Mimik wire ein wertvolles Werkzeug zur
Untersuchung des Sekundarmetabolismus in vielen pflanzlichen Systemen. Eine
synthetisch leicht zugéngliche Verbindung hidtte in diesem Bereich vielfaltige

Verwendungsmoglichkeiten.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Photoaffinitiatsmarker

Photoaffinitaitsmarkierung ist schon seit den sechziger Jahren bekannt.® Die von
WESTHEIMER entwickelte Methode wurde seitdem deutlich weiterentwickelt, jedoch ist
das Grundprinzip dabei unverdndert geblieben. Zur Photoaffinititsmarkierung
benoétigt man ein lichtaktivierbares, chemisch inertes, radioaktiv markiertes Analogon
des Liganden, in unserem Fall des Coronatins. Dieses zerfdllt durch Bestrahlung und
bildet ein hochreaktives Intermediat, welches irreversibel an das aktive Zentrum des
Rezeptors bindet. Je nach Aufarbeitungsmethode kann man unterschiedliche

Informationen iiber den Rezeptor erhalten (Abb. 17).

—— radioaktive Markierung

+

.~/ photolabile Gruppe

Ligand
Rezeptor
reversible
Bindung
UV-Licht
kovalente,
irreversible o
Bindung SDS-Gel Identifikation von
/\ > markierten Proteinen
l Proteolyse

WIW\J‘U’U’

HPLC
—_— >

Abb. 17: Schema einer Photoaffinitatsmarkierung

Identifikation von
markierten Peptiden
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Durch Aufreinigung mittels SDS-Gel erhélt man das ganze Protein mit dem markierten
Liganden. Es ist zudem sinnvoll, Informationen iiber die genaue Umgebung des
Liganden in der Rezeptortasche zu gewinnen. Dazu proteolysiert man das Protein und
erhilt ein markiertes Peptid bzw. nach weiterer Hydrolyse eine markierte Aminosaure,
die zusammen Hinweise auf den Bereich der Sequenz des Rezeptors geben, der fiir die

Erkennung verantwortlich ist.

Photoaffinitaitsmarkierung stellt in vielen Fallen die einzige Moglichkeit dar,
Informationen {iiber einen Rezeptor zu gewinnen. Dabei ist hier die besondere
Schwierigkeit, dass Veranderungen der Struktur der Jasmonsdure (20), z.B. durch
Anbringen einer photolabilen Gruppe, zum Verlust oder zumindest zu einer starken
Reduktion der biologischen Aktivitit fiihren. So ist die Verlangerung der
Pentenylseitenkette mit sperrigen Resten sehr kritisch. An der unsubstituierten Seite
des Fiinfrings sind keinerlei Verdnderungen erlaubt. Die Seitenkette mit der
Saurefunktion kann zwar ohne Aktivitatsverlust verlangert werden, aber grofiere

Substituenten sind nicht moglich.60

Hier kann das Indanoyl-Isoleucin-Konjugat (31) als JA-Analogon weiterhelfen. Diese
neue Leitstruktur bietet potentielle Freiheitsgrade fiir strukturelle Verdanderungen und
16st trotzdem die gleiche biologische Antwort in Pflanzen aus wie Jasmonsaure. So
kann man aus einem Strukturvergleich bereits erste Informationen gewinnen. Es
wurde mehrfach gezeigt, dass Verdnderungen an der Ketofunktion in Coronatin (28)
oder JA (20) die Aktivitat der Verbindungen herabsetzen.#561.62 Ein Grund koénnte in
der Hinderung des Ubergangs vom tetragonalen sp3- zum planaren sp2-a-Kohlenstoff

der Ketofunktion (Abb. 18) liegen.

2 2

3

@) OH O OH

)

Abb. 18: Infolge der Keto-Enol-Tautomerie ist die Jasmonsdure an C-7 planar. Beim

Indanonderivat sorgt der aromatische Sechsring fir die gleiche Planaritat.

Diese Grenzstruktur der Keto-Enol-Tautomerie wird beim Indanonderivat durch die

Planaritat des aromatischen Rings erreicht. Ausgehend von der Enolform der JA wire
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auch die Wechselwirkung mit dem Rezeptor moglich, beispielsweise iiber die

Wechselwirkung mit Wasserstoffbriickenakzeptoren (Abb. 19).54

Abb. 19: Mdgliche Wasserstoffbriickenbindung der Enolform von JA zu einem Rezeptor oder

Bindeprotein. A=H-Bruckenakzeptor.

KRUMM konnte zeigen, dass sowohl die entsprechenden Alkohol-, Thiol- und
Oximderivate als auch das Chlorindenderivat der Indanoylverbindung aktiv sind.
Dagegen zeigten Verbindungen ohne entsprechende Funktionalisierung an C-1 keine

Aktivitat.e3

Diese Informationen sind beim Entwurf eines Photoaffinititsmarkers und der damit
verbundenen Verinderung der Indanon-Struktur 31 zu berticksichtigen. Hier bleibt

somit vor allem der Aromat von 31 als Ort einer moglichen Modifizierung.

3.1.1  Auswahl einer photolabilen Gruppe

Im Laufe der Weiterentwicklung der Photoaffinitdtsmarkierung sind seit den sechziger
Jahren eine ganze Reihe photolabiler Gruppen entwickelt worden.64¢ Thnen allen liegt
das Prinzip zugrunde, nach Bestrahlen mit energiereichem Licht hochreaktive
Intermediate zu bilden, die schnell mit funktionellen Gruppen der Rezeptoren
reagieren konnen. Im Folgenden sind aus der grofien Vielfalt der photolabilen
Gruppen einige potentielle Photoaffinitidtssonden aufgefiihrt, die in Betracht gezogen
wurden. Die Auswahl musste nach synthetischer Zuganglichkeit und dem potentiellen

Einfluss auf die biologische Aktivitat getroffen werden.

Arylazide
Eine der beliebtesten Gruppen an Photoaffinititssonden sind die Arylazide. Wie viele
der anderen photolabilen Gruppen setzen sie bei Belichtung Stickstoff frei. Sie sind

einfach zu synthetisieren und haben eine hohe Stabilitit im Dunkeln. Allerdings ist
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ihre Zerfallschemie sehr komplex. So kann das zunachst gebildete Singulett-Nitren sich
in ein Didehydroazepin umlagern, welches die eigentliche reaktive Spezies ist, oder es
kann durch Interkombination (intersystem crossing, ISC) ein Triplett-Nitren bilden (Abb.
20). Dieses kann dann nicht mehr zur Markierung beitragen. Insertionsreaktionen des

Singulett-Nitrens konnten bisher nicht beobachtet werden.

HoN-Prot
( N [Prot—NH—] H

A Prot-O-
AR

I |

\

ﬂ Ligand Ligand
N |
. N:

N7 .
N~ N+
hv ISC
v o —
<280nm
S, Nitren T,

Ligand Ligand Ligand

Prot-NH,

Prot-OH C-Prot
H _ HN-Prot
N

O-Prot
C-Prot
+ ®<HN-Prot f —>

O-Prot

j Prot-CH

NH

Ligand Ligand

Abb. 20: Arylazide als Photoaffinitditssonden und ihre Reaktionen mit funktionellen Gruppen von
Proteinen (=Prot)

Die Art der Reaktion des Nitrens ist sehr stark von den Substituenten des Aromaten
abhéngig. So reagiert das para-Nitroarylazid in Cyclohexan und in Gegenwart von
Diethylamin fast vollstindig zum Nitroanilin, wahrend sich das para-Chlorarylazid

vollstindig zum Didehydroazepin umlagert.t”

Benzophenone
Die Benzophenone gehdren zu den effektivsten Sonden. Sie reagieren iiber radikalische
Zwischenstufen und sind in protischen Losungsmitteln stabil. Ihre Radikalchemie ist
definiert. Der Nachteil liegt im grofien Raumbedarf. Der synthetische Aufwand ist

nicht sehr grof3, zudem sind einige dieser Verbindungen kommerziell erhaltlich.
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Abb. 21: Benzophenone als Photoaffinitatssonden (Prot= Protein).

Nach der Diradikalbildung wird zundchst ein H-Atom abstrahiert und danach die

kovalente Bindung zum Rezeptor ausgebildet.

Diazirine
Diazirine wurden erstmals 1975 von SMITH und KNOWLES als Photoaffinitdtssonden
vorgeschlagen.s® Eine Weiterentwicklung sind die Trifluormethylaryldiazirine, die sich
durch vorteilhafte photochemische Eigenschaften und hervorragende chemische

Stabilitat auszeichnen.

N CF
| 3 C-Prot
N=N / = Prot-CH HN-Prot
iqand Prot-NH, O-Prot
| N CF3 hv Ligan Prot-OH CF
- 3
X 360nm hv
Ligand \ N2 Ligand/
~N CF;3

Ligand
Abb. 22: Diazirine als Photoaffinitdtssonden
Nach Bestrahlen zerfallt das Diazirin zum Carben oder isomerisiert zur linearen

Diazoverbindung, die wiederum zum Carben zerfillt. Dieses reagiert dann mit

verschiedenen funktionellen Gruppen in einer Einschubreaktion.

3.1.2  Ubertragung auf das Indanongerust

Das Hauptproblem bei der Erweiterung des Indanonkonjugats (31) mit einer
photolabilen Gruppe ist die Aufrechterhaltung der biologischen Aktivitit des

resultierenden Photoaffinitatsmarkers.



28

Aus den Arbeiten von KRUMM wird klar, dass solche deutlichen Verdnderungen am
Aminosdureteil des Konjugats nicht méglich sind. Zu grofs ist schon der Einfluss
kleinerer Strukturanderungen durch den Austausch von L-Isoleucin mit dhnlichen
Aminoséduren.t® Es kommt also fiir entsprechende Veranderungen nur der Indanoylteil

in Frage.

Durch Vergleich der Strukturen des Coronatins (28) und der Jasmonséure (20) mit der
Indanoylleitstruktur (31) ergibt sich die 6-Position des Indanons (Abb. 23) als bester

Platz fiir einen Substituenten.

0] (@) @)
7
5 _
]
3 7 20
o) NH 0 OH
o)
31 OMe -

Abb. 23: Strukturvergleich von Coronatin, 31 und JA

Der Platzbedarf der photolabilen Gruppe sollte an dieser Stelle im Idealfall in der
Groflenordnung der Substituenten von Coronatin (Ethyl-) und Jasmonsaure
(Propenylgruppe) liegen. Von den oben aufgefiihrten Photosonden wiirde ein Arylazid
dieser Vorgabe am besten entsprechen, doch auch ein Trifluormethyldiaziridin liegt

noch in dieser Grofle.

Aufgrund des idealen Platzbedarfs und des einfachen synthetischen Zugangs fiel die

Entscheidung auf den 6-Azido-indanoyl-L-isoleucinmethylester (40) als Syntheseziel.

3.1.3 Synthese des Photoaffinitatsmarkers

Die Kupplung der 6-Azidoindanoncarbonsdure (41) mit einer Aminoséure sollte nach
der bisher verwendeten HOBt-aktivierten Methode moglich sein.®® Eine intensive
Literaturrecherche zeigte fiir die Synthese der 4,6-substituierten 1-Indanone, dass

bisher keine passend funktionalisierte Substanzen bekannt waren.
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Abb. 24: Retrosynthetische Uberlegung zu 40 und 41

Die von KRUMM beschriebene Synthese der 4-substituierten Indanoncarbonsaure (44)
geht von der kommerziell erhiltlichen ortho-Carboxyzimtsdure aus. Diese wird mit
Wasserstoff an Pd/C hydriert’? und anschlieffend in einer Salzschmelze aus
Natriumchlorid und Aluminiumtrichlorid intramolekular cyclisiert.”? Dabei bildet sich

in situ zunachst das Sdurechlorid, das dann die Friedel-Crafts-Acylierung eingeht

(Abb. 25).

@]
H2 A|C|3/ NacCl
—_— _—
Pd/C A
HOOC™ ™ HOOC

44
42 COOH 43 COOH COOH

Abb. 25: Synthese der Indanoncarbonsaure (44)

Die direkte Funktionalisierung der Indanoncarbonsaure 44 wiare der einfachste Zugang
zu 41 gewesen, vor allem da die Keto- und die Carboxyfunktion meta- und die
Alkygruppe para-dirigierend sind. Jedoch zeigte sich, dass alle Versuche, die 6-Position
zu funktionalisieren, durch die deaktivierende Wirkung dieser erstgenannten
Substituenten fehl schlugen oder die gewiinschte Verbindung nur als Nebenprodukt

ergaben.

So fiihrten beispielsweise alle Bromierungsversuche mit den unterschiedlichsten
Reagenzien und Bedingungen nur zur Bromierung des Fiinfrings, aber nicht zur
Reaktion am Aromaten. Aus diversen Nitrierungsversuchen erhielt man das

gewiinschte Produkt nur als Spur neben zahlreichen Oxidationsprodukten (Abb. 26).
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Abb. 26: Funktionalisierungsversuche der 6-Position von 44

Weitere Literaturrecherchen fiihrten zu Arbeiten von ANDREWS und HARVEY, welche
die hydrierte ortho-Carboxyzimtsaure (43) in meta-Position zur Sdure funktionalisieren
konnten.”? Dabei entsteht durch Nitrierung die Verbindung 48, die das korrekte
Substitutionsmuster (Abb. 27) aufweist. Diese Reaktion gelingt mit einer Ausbeute von
81%. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser erhdlt man leicht gelbliche,

plattchenférmige Kristalle.

N
HNO; / H,SO, Oz

o

HOOC HOOC
43 CooH 48 CcooH

Abb. 27: Reaktion zu 2-2‘-Carboxyethyl-5-nitrobenzoesaure (48)

Leider ist bei der 2-2’-Carboxyethyl-5-nitrobenzoesdure (48) der Aromat durch die
Nitrofunktion nun so stark deaktiviert, dass eine Friedel-Crafts-Cyclisierung nicht
mehr moglich war. Selbst die Variation von Lewis-Sauren und Temperatur brachte

keine Losung.

Aus diesem Grund muss die Nitrogruppe in einen Substituenten mit aktivierender
Wirkung umgewandelt werden, der sich {iberdies moglichst einfach in ein Azid
iiberfiihren lassen sollte. Die Nitrogruppe wird deshalb zundchst zum Amin reduziert.
Statt der Prozedur von ANDREWS”? zu folgen, einer Hydrierung in Methanol bei 50 °C
und 50 atm Druck mit Raney-Nickel als Katalysator, wurde eine drucklose Hydrierung
in Natriumhydroxidlésung mit Palladium auf Aktivkohle als Katalysator bei

Raumtemperatur vorgenommen. Nach der Hydrierung wird der Katalysator abfiltriert
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und die Natronlauge vorsichtig mit Salzsdure angeséduert, bis das Produkt (49) mit 83%

Ausbeute ausfallt und abfiltriert werden kann.

NO, NH,
Hy
_ >

Pd/C
HOOC NaOH 6N HOOC

48 CooH 49 CooH

Abb. 28: Hydrierung der Nitrogruppe

Fiir den nachfolgenden Ringschluss ist eine Schutzgruppe erforderlich. Um das Amin
vor einem Angriff der Lewissdure zu schiitzen, wird es acetyliert. Die gekiihlte
Reaktion von 49 mit Acetylchlorid in Diethylether und Triethylamin als Base verlauft
glatt zu 85% (50).

NH, AcCl H\[(
Et,O / NEts
HOOC HOOC °
49  COOH 50 CooH

Abb. 29: Schutz der Aminofunktion als N-Acetylaminogruppe (50)

Die Friedel-Crafts-Acylierung gelingt nun ohne Probleme und auch schon bei
niedrigerer Temperatur als beim Ringschluss zur nicht substituierten Indanoncarbon-

saure 44. Die Ausbeute an 51 ist mit 77% zufriedenstellend.

N /\/@/ \H/ A|C|3 / NaCl %j;j/ \[(

COOH COOH

Abb. 30: Intramolekulare Friedel-Crafts-Acylierung von 50

Fiir die Diazotierung des Amins und der Transformation zum Azid 41 muss zunachst
die Schutzgruppe sauer entfernt werden. Das Amin 49 wird danach in Fluoroborsaure
gelost und unter Kiihlung durch Zugabe von wiéssriger NaNO,-Losung diazotiert.
Nach kurzem Riihren wird wiéssrige NaNs-Losung zugetropft, und unter
Stickstoffentwicklung bildet sich das Azid 41. Die drei Reaktionsschritte gelingen mit

einer Gesamtausbeute von 78%.
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Abb. 31: Synthese der Azidofunktion

Die Kupplung mit dem L-Isoleucinmethylester gelingt nach einem Protokoll von
KRUMM in THF mit HOBT, DCC und N-Ethylmorpholin als Base.®* Die Ausbeute
dieser Reaktion liegt bei 82%.

o
N3 Nj
L-lleMe * HCI
HOBT, DCC
41 N-Ethylmorpholin 40
COOH THE o NH
0]
OMe =

Abb. 32: Knipfung der Amidbindung zwischen 41 und dem Isoleucinmethylester

Durch diese sieben Reaktionsschritte erhdlt man den |, kalten” potentiellen
Photoaffinititsmarker 40 in einer guten Gesamtausbeute von 28%. Die Substanz
erweist sich im Dunkeln und festen Zustand als sehr stabil. Die Gesamtreaktion ist in

Abb. 33 zusammengefafst.

Um die Eignung dieser neuen Verbindung als Photoaffinititsmarker sicherzustellen,
miissen verschiedene Eigenschaften getestet werden. Zunachst muss man sicherstellen,
dass die neue Verbindung auch wirklich mit den gleichen Rezeptoren bzw. mit den
gleichen Bindeproteinen wie JA und Coronatin wechselwirkt, also ob der Marker in

der Pflanze auch die gleiche biologische Aktivitat zeigt wie der Originalligand 28.

Zudem ist zu zeigen, dass die photolabile Gruppe bei Bestrahlung mit UV-Licht

zerfallt und ein reaktives Intermediat bildet, welches dann mit den Rezeptor reagiert.
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Abb. 33: Gesamtreaktionssequenz zum 6-Azido-4-indanoyl-L-Isoleucinmethylester (40)

3.1.4  Test der biologischen Aktivitat

In der Einleitung wurden viele Beispiele fiir die biologische Wirkung von Coronatin 28
und Jasmonsdure 20 auf Pflanzen aufgefiihrt. Aufgrund des ubiquitiren Vorkommens
von JA sollte deshalb eine Wirkung in vielen unterschiedlichen biologischen Systemen

zu beobachten sein.

Duftstoff-Biosynthese
Wie schon in der Einleitung beschrieben zeigt die Limabohne ein ausgesprochen
komplexes Duftmuster, dessen Zusammensetzung durch den Elicitor bestimmt wird.
Die neue Verbindung sollte ein Duftspektrum aufweisen, das dem nach der
Elicitierung mit Coronatin (28) bzw. mit dem Indanoyl-L-Ilsoleucinmethylester (31)
entspricht. Das GC-Profil des Duftes nach Elicitierung mit einer Losung des Azido-
Indanoyl-L-Isoleucinmethylesters (40) ist in Abb. 34 gezeigt. Dabei wurden

Limabohnenpflanzen mit zwei voll ausgebildeten Blattern abgeschnitten und in einem
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Exsikkator in eine wiassrige Losung des Elicitors gestellt. Uber 24 Stunden wurde der
emittierte Duft an einem Aktivkohlefilter gesammelt. Die Duftstoffe wurden mit einer
kleinen Menge Dichlormethan eluiert und mittels GC/MS analysiert. 1-Bromdecan

(50 pM) diente dabei als interner Standard (siehe Anhang).

Ocimen
@]
C10H16O N3
40
¥ ° )I\t/\
MeOOC -
Linalool :
N09" DMNT
C10H14
TMTT
Indol
MeSA C?ryophyllen
l_,\/\./J\JK

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Time (min)

Abb. 34: Duftspektrum der Limabohne nach Elicitierung mit 40 (IS= interner Standard)

Das Chromatogramm zeigt alle Verbindungen, die fiir mit Jasmonsaure induzierten
Duft typisch sind: Ocimen, Linalool, CioHi4, C10H1¢O, Indol und Caryophyllen. Dazu
kommen hier noch, wie auch beim Coronatin, die beiden Homoterpene DMNT und

TMTT und Methylsalicylat.

Rein qualitativ wird durch den Vergleich der drei Chromatogramme (28: Abb. 14; 31:
Abb. 15; 40: Abb. 34) deutlich, dass sich der Coronatincharakter des Duftes durch
Einfithrung des Azids gegeniiber dem Duftprofil nach Elicitierung mit 31 erhoht hat.
Die Homoterpene und MeSA haben deutlich zugenommen und das Verhaltnis
zwischen dem durch JA induzierten Duftmuster und dem Alamethicin/Stress-Muster
ist identisch mit dem im Coronatin-Duft. Insgesamt ist allerdings die Menge der
Duftstoffe geringer, was man durch Vergleich der internen Standards (IS) feststellen

kann.

Der Substituent an der 6-Position ist fiir den Unterschied zwischen JA- und Coronatin-

Mimik verantwortlich. Hier scheint eine elementare Stelle fiir die Steuerung der
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Wirkung des Elicitors zu liegen. Weitere Untersuchungen in diesem Zusammenhang

werden in Kapitel 3.3.1 erldutert.

Die Tatsache, dass die photolabile Gruppe selbst einen so grofien Einfluss auf die
biologische Aktivitdt hat, macht Hoffnung, dass der Photoaffinitatsmarker (40) sehr tief
in der Rezeptortasche sitzt und somit nach der Markierung auch entsprechend genaue

Informationen iiber dieses Zentrum gewonnen werden kénnen.

Rankenkriimmung (,,tendril coiling*)

Ein zweiter Bioassay, der an dieser Stelle die biologische Aktivitit des Markers
deutlich machen soll, ist das schon in der Einleitung erwdhnte ,tendril coiling”
(Rankenkriimmung). Bryonia dioica (Zaunriibe, Abb. 35) benutzt ihre Ranken, um sich
an Zaunen, Biischen oder Baumen festzuhalten. Beriihrt eine solche Ranke einen
Gegenstand, so wird dieser mechanische Reiz weitergeleitet und 16st einen
Auxintransport in die gegeniiberliegende Seite der Ranke aus. Diese wachst dadurch
schneller als die andere Seite. Innerhalb weniger Stunden ist die Ranke spiralisiert und

hat sich um den Gegenstand gewickelt.

Abb. 35: Bryonia dioica (Zaunriibe) mit Ranken

Der mechanische Reiz der Beriihrung kann auch durch chemische Elicitoren ausgelost
werden (Abb. 36). Dazu wird die Ranke abgeschnitten und in eine Losung des Elicitors
gestellt. Vergleicht man nach einigen Stunden die Rankenkriimmung der Proben mit
der der Kontrollen, so zeigt dieser Assay Spiralisierung mit Jasmonsaure 20 bei
Konzentrationen von 0,5-1 mM und hoher. Fiir Coronatin 28 sind Konzentrationen von

1-10 UM ausreichend.4573
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In Abb. 36 sind die Effekte nach Applikation verschiedener Konzentrationen des
Azidoindanoyl-L-Isoleucinmethylesters (40) im Vergleich zu einer Jasmonsaure-

Positiv-Kontrolle und einer Wasser-Negativ-Kontrolle gezeigt.

JA (2mM)

i

o
=

—

B &m

Abb. 36: Rankenkrimmung bei Bryonia dioica in Wasser, in Lésungen mit verschiedenen

Konzentrationen von 40 und in Jasmonsaurelésung

Die Leerprobe zeigt keine Reaktion. Die beiden hoheren Konzentrationen der
Elicitorlésungen sowie die Jasmonsédurelosung fiihren zu einer starken Spiralisierung.
Die sehr schwache Rankenkriimmung bei 20 pM deutet darauf, dass in diesem Bereich
die Grenzkonzentration liegt, die zur Auslosung der Reaktion bei der Ranke
notwendig ist. Diese liegt um den Faktor 20 bis 50 unterhalb der von Jasmonsaure,

jedoch immer noch 10 bis 20fach hoher als die von Coronatin.

Auch in diesem Bioassay zeigt sich wieder ein dhnliches Ergebnis wie beim Duftassay:
Coronatin wirkt schon in deutlich geringeren Konzentrationen als Jasmonsaure. Das
konnte daran liegen, dass Coronatin mit einem potentiellen Rezeptor oder
Bindeprotein eine bessere Wechselwirkung ausbilden kann. Der Photoaffinitatsmarker

liegt in seiner Aktivitdt wiederum zwischen den beiden Naturstoffen.

Genexpression von JIP 23 in Gerstenblittern

Gerste produziert nach Verwundung oder nach Elicitierung mit Jasmonaten eine ganze
Reihe neuer Proteine. Eines der grofiten, das JIP 23 (jamonate-inducible protein), wurde
identifiziert und das Gen sequenziert.”* Allerdings ist seine Funktion noch unbekannt.
Es ist jedoch anzunehmen, dass die JIPs eine wichtige Rolle bei mikrobiellen

Infektionen spielen, so ist JIP 15 z.B. ein Blatt-Thionin mit hoher Fungizitat.2075
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In fritheren Versuchen wurde bereits die Aktivierung der Genexpression fiir das
Protein JIP 23 durch Indanone getestet. Dies geschah wie auch beim Azid in

Kooperation mit WASTERNACK vom IPB in Halle.

Dieser Bioassay ist besonders wichtig um sicherzustellen, dass der neue
Photoaffinitaitsmarker auch wirklich qualitativ die biologische Aktivitat des Coronatins
imitieren kann, denn die bisherigen Indanon-Konjugate (z.B. 31) zeigten im Gegensatz

zu JA, MeJA und Coronatin keine Expression von JIP 23.5476

JIP23-mRNA

c[uM]
1 HO
2 Azid 10
3 Azid 45
4 Azid 100
5 MeJA 45
RNA loading

Abb. 37: Northernblot der JIP 23 Genexpression nach 24 h an Gerste mit Azidoindanon-

Isoleucinmethylester (40) als Elicitor.

Im Gegensatz zu diesen bisherigen Ergebnissen wird im Northernblot nach
Elicitierung mit der Azido-Verbindung (40, 100 uM) eine deutliche Bande der mRNA
von JIP 23 beobachtet. Es ist auch zu erkennen, dass JA in diesem Assay aktiver ist. JA
zeigt schon bei 45 UM eine deutlich stiarkere Expression. Fiir Coronatin sind schon
Konzentrationen von 0,1 hM ausreichend, um eine entsprechende Expression zu

induzieren.76
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Das Azid (40) zeigt in diesem sehr empfindlichen Test biologische Aktivitat. Diese ist
zwar deutlich geringer als die des Coronatins (28), aber hier wird wieder deutlich, dass
durch FEinfiihrung des Azids an die Indanon-Leitstruktur 31 die strukturelle
Ahnlichkeit zu Coronatin und somit die biologische Aktivitit stark erhcht wurde.

3.1.5 Photolyse und Ausbildung eines reaktiven Intermediates

Wie schon in Kapitel 3.1.1 gezeigt wurde, haben die Arylazide verschiedene
Moglichkeiten, nach Bestrahlen mit UV-Licht zu zerfallen und mit einem Rezeptor zu
reagieren. Die Substituenten am Aromaten beeinflussen dabei die photochemische
Reaktion und préagen die Reaktivitat des gebildeten Intermediates. Das vereinfachte
Schema (Abb. 39) zeigt die unterschiedlichen Reaktionsmoglichkeiten des Singulett-
Nitrens 52 nach Bestrahlung des Azids 40 und der Abspaltung von Stickstoff (Abb. 38).
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Abb. 38: Ausbildung des Singulett-Nitrens 52 aus dem Azid 40 nach Bestrahlen mit UV-Licht

Das Singulett-Nitren reagiert in einer unspezifischen Einschubreaktion mit beliebigen
Aminosduren oder mit dem Losungsmittel. Das Didehydroazepin reagiert dagegen
nur mit geeigneten Nucleophilen, z.B. Cystein- und Histidinseitenketten. Haufig sind
Aminosduren mit Hydroxylgruppen oder protonierten Seitenketten wie Lysin nicht
nucleophil genug. Die Radikalchemie des Triplett-Nitrens ist nicht gut voraussagbar.
Die Art des reaktiven Intermediats spielt somit eine wichtige Rolle zum Verstandnis
der Photochemie des Markers. Es ist deshalb niitzlich zu wissen, welche reaktive
Spezies sich vorwiegend bildet. Zudem muss man zeigen, dass der
Photoaffinitaitsmarker wirklich eine kovalente Bindung mit einem Zielmolekiil

ausbilden kann, wenn er bestrahlt wird.
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Abb. 39: Mechanistische Alternativen der Kupplung von Arylnitrenen an biologische

Rezeptoren.65 ISC: Intersystem Crossing

Fiir diesen Versuch wurde 40 in THF gelost (ImM) und mit einem 100fachen
Uberschuss an Diisopropylamin versetzt. Das Amin sollte als Nucleophil fungieren
und das Intermediat abfangen. Die Mischung wurde 2 Stunden mit UV-Licht bestrahlt

und die Produkte anschlieffend analysiert.

Das Hauptprodukt der Photoreaktion (ca. 42 %) ist eins der beiden Molekiile 54 oder
56 (Abb. 40). Aufgrund der Geometrie der moglichen Produkte sind die beiden
Molekiile 54 und 56 im NMR nicht zu unterscheiden.
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Abb. 40: Hauptprodukte (54, 56) der Reaktion von 40 in THF in Gegenwart von Diisopropylamin

Der Versuch zeigt, dass ein grofier Teil des Singulett-Nitrens iiber das
Didehydroazepin abreagiert. Es ist somit anzunehmen, dass der Photoaffinitatsmarker

(40) bevorzugt mit nucleophilen Aminosauren des Rezeptors reagieren wird.

3.1.6 Bestimmung der Reaktionsordnung bei Zerfall

Mit einem d&hnlichen Versuchsaufbau wurde die Reaktionsordnung des
lichtinduzierten Zerfalls des Azids untersucht. Wieder wurde das Azid (40) in THF
(ImM) geldst und mit einem 100fachen Uberschuss an Diisopropylamin versetzt. Die
Photolyse mit wenig intensivem UV-Licht (6W, 254 nm) wurde diesmal in einer UV-
Kiivette (d= 1 cm) vorgenommen. Die Losung wurde zu verschiedenen Zeitpunkten

nach Beginn der Bestrahlung am UV-Spektrometer vermessen (Abb. 41).
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Abb. 41: UV-Spektren des Reaktionsgemisches von 40 und Diisopropylamin nach

unterschiedlichen Belichtungszeiten

Tragt man die Zunahme der Absorption des Chromophors [AA] gegen die Zeit auf, so
erhidlt man eine Kurve (Abb. 42), aus der man die Halbwertszeit und die
Reaktionsordnung ermitteln kann. Um die Fehler durch Absorption des Eduktes

moglichst gering zu halten, wurde die Zunahme der Absorption bei 400 nm gemessen.

3,04

[AA]4OO nm
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Abb. 42: Zunahme der Absorption bei 400 nm [AA] wahrend des Reaktionsverlaufs
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Man erhilt einen umgekehrt exponentiellen Verlauf. Dies ist nur bei Reaktionen erster

Ordnung der Fall. Dabei gilt:
[A]=[Ao] e+

Aus den Messwerten ergibt sich bei diesen Reaktionsbedingungen eine

Reaktionskonstante von k = 0.877 x 10-3 sec! und daraus iiber die Beziehung
tip=(In2)/k
eine Halbwertszeit des Eduktes von 790 sec.

Aus der Tatsache, dass es sich um eine Reaktion erster Ordnung handelt, kann man
ableiten, dass es ein einfacher Zerfall ist, der nur von der Konzentration des Eduktes

beeinflusst wird und keine langlebigen Zwischenstufen beinhaltet.

3.1.7  Uberprifung der Reaktionsfahigkeit mit Makromolekilen

Neben der Reaktionsfahigkeit mit kleinen Nucleophilen wie dem Diisopropylamin war
auch interessant, ob der potentielle Photoaffinitdtsmarker aufserdem mit nucleophilen
Seitenketten von Proteinen reagieren kann. Um diese Eigenschaft zu {iberpriifen,
wurde Myoglobin als Test-Protein mit giinstigen MS-Eigenschaften eingesetzt. Eine
wissrige Myoglobinlésung wurde mit einer wassrigen Losung der Azido-Verbindung
(40) vermischt, so dass das Azid im grofen Uberschuss vorlag. Wiederum wurde die
Mischung bei 254 nm 20 min bestrahlt. Das Wasser wurde in vacuo entfernt und die
Probe im MALDI-TOF-MS vermessen. Als Vergleich wurde eine identisch behandelte

Probe ohne Azidzugabe gemessen.

Spektrum a) (Abb. 43) zeigt die Messung des Myoglobins mit Sapininsdure als Matrix.
Spektrum b) zeigt die Messung der bestrahlten Mischung aus Azid und Protein. Neben
dem Signal des Proteins (16956 Da) sind verschiedene weitere Signale zu sehen, deren
Differenz zum Protein jeweils einem Vielfachen der Masse des reaktiven Intermediats

53 (316 Da) entspricht.
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Abb. 43: MALDI-TOF Spektren von a) Myoglobin; b) Myoglobin mit Azid bestrahlt

Diese Adduktbildung ist natiirlich vollig unspezifisch. Sie kommt moglicherweise nur
dadurch zustande, dass sich ein Teil des im groen Uberschuss zugegebenen Markers
an hydrophobe Bereiche des Proteins anlagert und dann dort nach Bestrahlung mit
dem Myoglobin reagiert. Dennoch erbringt dieser Versuch den Nachweis, dass eine

kovalente Bindung auch mit Makromolekiilen ausgebildet werden kann.

3.1.8 Fluoreszenz des Zerfallsproduktes

Ein interessantes Ergebnis aus dem Versuch in Kapitel 3.1.5 ist die sehr grofle
Fluoreszenz des Reaktionsprodukts 54. Das Didehydroazepin mit den chromophoren

Carbonylgruppen (Abb. 44) schafft die Voraussetzung fiir die Fluoreszenz.



44

0 N
| NH
—
54
0 N
MeoOC” Y

Abb. 44: Hauptprodukt des Bestrahlungsversuchs aus Kapitel 3.1.5

Schon wéhrend der Reaktionskontrolle mittels DC fallt die hellblaue Fluoreszenz des
Produktes auf. Die entsprechende Fluoreszenzmessung zeigt eine starke Absorption

bei 375 nm und eine Emission um die 486 nm (Abb. 45).

Ex Em

220 300 400 500 600 700
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Abb. 45: Fluoreszenzspektrum (54) Ex:375 Em: 486 in Acetonitril

Es stellte sich die Frage, ob man die starke Fluoreszenz nicht zur Detektion bei der
Photoaffinititsmarkierung nutzen kann. Die Detektion mittels Fluoreszenz statt
Radioaktivitit ware zwar weniger empfindlich, aber deutlich einfacher, billiger und

wiirde keine Synthese mit radioaktiven Vorstufen erfordern.

Um diese Moglichkeit zu iiberpriifen, wurde das ,markierte” Myoglobin aus dem
Versuch in Kapitel 3.1.7 (Seite 42) mit einem Fluoreszenzmikroskop auf seine
Fluoreszenz getestet. Wahrend normales Myoglobin bei Anregung mit UV-Licht
zwischen 300 und 400 nm keine Fluoreszenz zeigt, konnte man beim Myoglobin-Azid-

Addukt ein deutliches blauliches Leuchten beobachten (Abb. 46).
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Abb. 46: Fluoreszenzmikroskopaufnahmen (links: Hellfeld, rechts: Fluoreszenz)

Um auszuschliefSen, dass es sich bei dieser Fluoreszenz um Artefakte eingelagerter
Marker handelt, die nicht kovalent an das Protein gebunden sind, wurde das Produkt
aus Myoglobin und Azid nach der Bestrahlung mittels RP-HPLC und einem
Fluoreszenz-Detektor untersucht (Abb. 47).

a) b)

I
37.5 min 45.0 min

Abb. 47: HPLC-Chromatogramme von a) Myoglobin und b) Myoglobin mit Azid bestrahlt.

schwarz: UV 214 nm; grau: Fluoreszenz Em 375 nm Ex 484 nm (Bedingungen siehe Seite 100)

Im Chromatogramm a) ist reines Myoglobin vermessen worden, und es ist keine
Fluoreszenz zu erkennen. Bei b) dagegen ist der UV-Peak sehr viel breiter, und man
sieht eine starke Fluoreszenz, die zeitlich versetzt ihr Maximum hat. Dieses Maximum
ist um ca. 3 min verschoben und somit nicht mit dem Leervolumen zwischen UV- und
Fluoreszenzdetektor zu erkliren. Die Wiederholung dieses Experiments mittels

LC/MS brachte die nétige Erklarung.



46

Wiahrend das LC/MS-Profil fiir reines Myoglobin wieder nur einen schmalen Peak
zeigt, kann man beim bestrahlten Gemisch erneut die verbreiterte Peakform erkennen

(Abb. 48), die bei diesen Chromatographiebedingungen sogar einzelne Schultern zeigt.

Analysiert man das Signal genauer, so erkennt man, dass es aus mindestens fiinf
verschiedenen Produkten zusammengesetzt ist, deren Verhdltnis in etwa mit dem der
Markeraddukte des MALDI-TOF-Experiments korreliert. Im frithen Bereich des Peaks
(0, Abb. 48) ist nur Myoglobin zu detektieren. Im weiteren Zeitverlauf schliefsen sich
die Bereiche der verschiedenen Myoglobin-Azid-Addukte (1-4) an, die sich gegenseitig
stark tiberlappen. Diese Tatsache macht die genaue Analyse kompliziert, da die
Massen aus den mehrfach geladenen Ionen der Proteine durch Dekonvolution
zuriickgerechnet werden miissen. Die schematische Darstellung zeigt die ungefdhre

Verteilung der Addukte im Peak (Abb. 48).

Diese Verteilung erkldrt zum einen die Verschiebung der Fluoreszenz um bis zu drei
Minuten, aber auch die Intensitit der Fluoreszenz. Im hinteren Bereich des Peaks ist sie

am grofiten, da sich hier drei und mehr Fluorophore am Myoglobin befinden (Abb. 47).
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Abb. 48: Schematische Darstellung der Verteilung der verschiedenen Markeraddukte (1-4) am

Myoglobin (0) im Peak.

Dieser Versuch zeigt, dass die beobachtete Fluoreszenz des Myoglobins tatsdchlich

durch die Markeraddukte zustande kommt und dass dadurch die Detektion sehr
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geringer Mengen Proteins moglich ist. Es ist allderings zu iiberpriifen, ob die enorme
Steigerung der Detektionsempfindlichkeit um einen Faktor >100 im Vergleich zum
UV-Detektor wirklich ausreicht, um diese Methode bei der Photoaffinitatsmarkierung

zu nutzen.

3.2 Coronatin-Analoga

3.2.1 Bedeutung und Nutzen

Coronatin (28) hat in den vergangenen Jahren immer wieder das Interesse auf sich
gezogen, da es die biologische Aktivitat des zentralen Signalmolekiils Jasmonsaure (20)
nachahmen kann.#* Neben Coronatin haben sich auch andere Aminosdurekonjugate
von CFA (29), insbesondere mit Norcoronamsaure, L-Isoleucin und L-Valin, isolieren
lassen und biologische Aktivitdt gezeigt.”” Coronatin induziert in héheren Pflanzen ein
weites Spektrum von Antworten: diffuse Chlorose,# Rankenkriimmung an Bryonia
dioica,*> Emission von Ethylen”® und die Biosynthese von Terpenoiden und anderen

Duftstoffen.4

Obwohl einige Pflanzensysteme nach Behandlung mit Coronatin (28), OPDA (18) und
Jasmonsdure (20) Unterschiede zeigen,*$ scheint Coronatin generell die Wirkung der
biologisch aktiven Substanzen des Octadecanoidwegs nachzuahmen.# Dabei ist fiir die
Anwendung besonders interessant, dass Coronatin in den meisten Assays eine

deutlich hohere Aktivitat zeigt als die Pflanzenhormone selbst.

Diese Eigenschaft macht Coronatin zu einem wichtigen Werkzeug, um die Wirkung
der Octadecanoide zu studieren und allgemein den Sekundirstoffwechsel von
Pflanzen zu aktivieren. Beispielsweise stimuliert Coronatin die Produktion des
antitumoraktiven Paclitaxel (Taxol®) in Zellkulturen von Taxus media deutlich besser

als Jasmonséaure oder Methyljasmonat.5?

Solche Verbesserungen der Wertstoffproduktion aus Pflanzen haben eine grofie
wirtschaftliche und wissenschaftliche Bedeutung. Daraus ergibt sich ein Bedarf fiir
grofle Mengen dieses hocheffektiven Elicitors, dessen Gewinnung bisher ausschlieflich
iiber die Extraktion von Bakterienkulturiiberstinden gelingt. Eine effiziente
Synthesemethode mit hohen Ausbeuten wére sehr wiinschenswert, um einen

einfachen Zugang zu Coronatin (28) oder analogen CFA-Konjugaten zu bekommen.
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3.2.2  Synthesen von Coronafacinsaure

Bisher gibt es zur Darstellung der Coronafacinsdure (29) etwa 15 Synthesen, die
prinzipiell einer von drei unterschiedlichen Synthesestrategien folgen.*#* CFA wurde
durch inter- und intramolekulare Diels-Alder-Reaktionen,79-82 intramolekularen
Ringschluss von Carbonylverbindungen8384 oder durch Spaltung von tricyclischen
Vorstufen synthetisiert (Abb. 50).858¢ Keine der bisher publizierten Synthesen ist in der
Lage, grofse Mengen der Coronafacinsaure oder verwandter Verbindungen in wenigen

Stufen und hoher Ausbeute zu liefern.

Die Problematik liegt offensichtlich in der aufwendigen Synthese der verschiedenen
Stereozentren der CFA (29). Bisher hat es aufler den Indanonkonjugaten von KRUMM
und einigen Derivaten von BLECHERT?? keine weiteren erfolgreichen Versuche gegeben,
die biologische Wirkung von Coronatin durch eine strukturell adhnliche und

synthetisch einfacher zugéangliche Verbindung zu erreichen.5

3.2.3  Strukturtiberlegungen

KRUMM hat mit seinem Indanoyl-Aminosdure-Konjugat 31 einen moglichen Weg zu
Octadecanoid-Analoga vorgegeben. Die einfach zugéangliche Indanoncarbonsaure (44)

stellt den Vorldufer und die Leitstruktur fiir ein neues planares CFA-Mimik dar.

Die Synthese des Photoaffinitdtsmarkers 40 mit einer Azidofunktion an der 6-Position
des Indanons zeigt eine erhohte Aktivitdat. Allerdings ist dieses Molekiil durch die
photolabile Gruppe nicht universell einsetzbar. Ersetzt man das Azid durch eine
Ethylgruppe ergibt sich eine deutlich grofere strukturelle Ahnlichkeit (Abb. 49) zu

Coronatin, und die Verbindung verliert zudem ihre Lichtempfindlichkeit.

0% > NH
0
57 Ome :

Abb. 49: Coronatin (28) und 6-Ethylindanoyl-Isoleucinmethylester (57)
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Abb. 50: Schematische Darstellung verschiedener synthetischer Zugéange zur CFA. a) inter- und
intramolekulare Diels-Alder-Reaktionen;®* b) intramolekularer Ringschluss von

Carbonylverbindungen;® c) Spaltung von tricyclischen Vorstufen.®
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Die Coronamsaure (30) ist ebenfalls duflerst aufwendig zu synthetisieren und wird
durch ihre biosynthetische Vorstufe, das L-Isoleucin, ersetzt. Dieser Tausch hat den
Nachteil, dass die Amidbindung nun nicht mehr durch eine a,a-dialkylierte

Aminosdure vor Hydrolyse durch Enzyme geschiitzt ist.

3.2.4  Synthese

Der generelle Unterschied in der Synthese zwischen der Azido- 40 und der
Ethylverbindung 57 liegt darin, dass im zweiten Fall eine C-C Bindung neu gekniipft
werden muss. Dies gestaltet sich aufwendiger als die Umwandlung einer

Nitroverbindung 48 zum Azid 41.

Eine metallkatalysierte C-C-Bindungskniipfung tiber die lodverbindung 59, ausgehend
von der Aminoindanoncarbonsdure (58) (Abb. 51), wurde verworfen, weil die

Sandmeyer-Reaktion zur Iodverbindung sehr schlechte Ausbeuten ergab (ca. 15%).

_—
1. ) NaNO, / H* metallkatalysierte
2 ) Nal C-C Knupfung 60
% CcooH COOH

Abb. 51: Verworfene Syntheseroute zur Ethylindanoncarbonsaure

Weil auch andere Methoden, den Aromaten an der 6-Position zu funktionalisieren,

nicht erfolgreich waren (Abb. 26), wurde nach alternativen Ansatzen gesucht.

Ein effizienter alternativer Ansatz liefert nach zwei Reaktionsschritten durch
Acylierung von Tetrahydronaphthalin (Abb. 52) und oxidative Spaltung des Addukts
zu 64 das richtige Substitutionsmuster am Aromaten (Abb. 53).87 In Gegenwart von
Aluminiumtrichlorid und Acetylchorid reagiert das Tetralin 61 iiber eine Reihe von

Zwischenstufen zu einem Diketon 62.

AICl3, AcCl
~ >~

61 62

Abb. 52: Synthese des Diketons aus Tetrahydronaphthalin (61)
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Die Tatsache, dass diese Reaktion nur mit einer Ausbeute von 31% ablauft, wird durch
extrem billige Edukte (Tetrahydronaphthalin ist Terpentinersatz) und eine einfache

Aufarbeitung durch Destillation ausgeglichen.

Die nachfolgende Oxidation mit wassriger Kaliumperoxidlosung (Abb. 53) verlauft
glatt und ausschliefdlich unter Spaltung der nichtaromatischen Doppelbindung {iber

ein Triketon 63 als Intermediat, das weiter zur Dicarbonsaure 64 oxidiert wird.8”

o
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Abb. 53: Oxidation Uber ein Triketon 63 zur Dicarbonsaure 64

Die Spaltungsreaktion iiber das vicinale Diketon ist von hohem synthetischen Wert,
weil dabei der einfach ungesittigte Ring aufgebrochen und die iiberfliissige zweite
Acylgruppe elegant entfernt wird. Das so erhaltene Produkt besitzt bereits das richtige
Substitutionsmuster fiir die spétere intramolekulare Friedel-Crafts-Acylierung. Die

Reaktion verldauft mit 62% Ausbeute und ergibt einen leicht gelblichen Feststoff.

Die bisherige Reaktionssequenz kann vielfdltig angewandt werden, denn die

Acylierung funktioniert analog auch mit anderen Saurehalogeniden.

Vor dem intramolekularen Ringschluss muss zundchst die Acylgruppe 64 zur
gewiinschten Ethylgruppe 65 reduziert (Abb. 54) werden, da die Carbonylgruppe den
Aromaten zu stark deaktiviert. Dies gelingt sehr glatt und mit fast 90% Ausbeute durch
die Huang-Minlon-Variante 8% der Wolff-Kishner Reaktion, welche dann zur 5-

Ethyldicarbonsaure 65 fiihrt.

0
Hydrazin, KOH
- >
64 Triethylenglycol 65
COCH COOCH
HOOC HOOC

Abb. 54: Huang-Minlon-Reaktion zur Reduktion der Acetylgruppe
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Nun kann die Dicarbonsdure in 71% Ausbeute cyclisiert werden (Abb. 55). Erhitzen
mit Aluminiumtrichlorid und Natriumchlorid ergibt die 6-Ethylindanon-4-carbonsaure

(60) als neues CFA-Analogon.

65 AICI3, NaCl
—_—
A

COOH 60
HOOC COGOH

Abb. 55: Friedel-Crafts-Acylierung flihrt zum intramolekularen Ringschluss

Fiir die Kupplung des CFA-Analogons mit dem Isoleucinmethylester (Abb. 56) hat sich
ein modernes Reagenz bewihrt. Durch die Verwendung von HATU (O-(7-Aza-1-
benzotriazolyl)-N,N,N’,N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat) als Kupplungs-
reagenz kann die Ausbeute dieser Reaktion auf fast 90% gesteigert werden. Dabei
bildet sich im Ubergangszustand eine aza-analoge Struktur, in der das Amin

wahrscheinlich in der Nihe der Carboxylgruppe fixiert werden kann.s?

) Cawe | (I @ppe

I
Meooc/\/\
60 - Y \
HO o 66 = HATU
67 _N_
o)
o)
Collidin, DMF
/ N f‘\ e 57
7 —
N~ N ‘> HNT No
< N iH— NH MeoocJ\.:/\
MeOOC

Abb. 56: Amidkupplung zwischen der Ethylindanoncarbonséaure (60) und L-Isoleucinmethylester
(66) mit HATU (67) als Hilfsreagenz



Ergebnisse und Diskussion 53

Diese Methode ist der HOBt-Methode mit Ethylmorpholin und DCC deutlich
iiberlegen, weil die Ausbeute hoher ist, sich weniger Nebenprodukte bilden und somit

die Aufarbeitung der Reaktionsmischung einfacher wird.

Das aromatische Analogon der Coronafacinsdure ist in vier einfachen Schritten mit
einer Ausbeute von 34 % mit sehr einfachen Methoden giinstig herzustellen (Abb. 57).
Alle Reaktionsschritte konnen auch mit grofleren Mengen durchgefiihrt werden und
benoétigen keine aufwendigen Bedingungen oder Reagenzien. Die Aufreinigung erfolgt

durch einfaches Umkristallisieren.

0
o)
AcCl, AlCl; O KMnO4
r ‘ 62 H,0 64
31 % o
61 ° 62 % COOH
0

HOOC

O]
Hydrazin, KOH AICI3, NaCl
—_— —>’
Diglyme 65 A
89 % 1%
COOH
HOOC 60 COOH
0]

lleMe OHCI, HATU
Collidin, DMF 57

86 % HN™ S0
MeOOCJ\i/\

Abb. 57: Ubersicht der Gesamtsynthese des Ethylindanoylisoleucinmethylesters 57

Das Aminosdurekonjugat 57 kristallisiert aus Petroleumbenzin/Essigester (95:5) in
monoklinischen farblosen Prismen. Die Rontgenstruktur (Abb. 58) wurde
dankenswerterweise von Dr. Helmar Gorls vom Institut fiir Anorganische und
Analytische Chemie der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena aufgenommen. Die

Messbedingungen sind der Literatur® zu entnehmen.
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Zwei Paare symmetrisch-unabhiangiger Molekiile des Ethylindanoyl-Konjugats 57
liegen zusammen in einer Elementarzelle. Die beiden aromatischen Systeme sind
sandwichartig fixiert und werden durch zwei Wasserstoffbriicken zwischen den
schwach sauren Amiden -N-H (N1) und den freien Molekiilorbitalen der
Sauerstoffatome der Ketofunktionen (O1) zueinander in einer anti-Orientierung

gehalten (Abb. 59).

Die Synthese der 6-Ethylindanoncarbonsdure (60) (Kapitel 3.2.4) bietet eine grofie
Flexibilitat, da statt des Acetylchlorids auch andere Saurechloride verwendet werden

konnen.

Abb. 58: Réntgenkristallstruktur des Coronatinanalogons 57
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Abb. 59: Sandwichartige Fixierung der Aromaten zueinander

3.2.5 Biologische Aktivitat

Duftstoff-Biosynthese

Als wichtiger Test fiir die biologische Aktivitit des Ethylindanoyl-Konjugats 57 dient

die Induktion der Biosynthese von Duftstoffen bei der Limabohne (P. lunatus, siehe

Einleitung). Dargestellt ist ein Chromatogramm nach 24 h Inkubation, wobei wieder

eine 100 pM Losung verwendet wurde.

Ocimen
(@)
DMNT
57
C10H16O (@) NH
MeOOC ;
MeSA H
Linalool
IS
C10H14
Caryophyllen

“ / ‘ﬂ V\J m Indol \

TMTT

| Rl b I bl el bl bbb bbb bk R R Rl b bk Rkl bk bk Rl bl Rl Rl bbbl R M) i R Rl bl R Rl Ll R M) ) R R bk R |
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Time (min)

Abb. 60: Duftprofil von P. lunatus nach Inkubation mit dem Coronatinanalogon 57

16
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Das Chromatogramm zeigt eine &dhnlich grofle Vielfalt an Duftstoffen wie nach
Elicitierung mit Coronatin (Abb. 14). Nicht nur die typischen JA-induzierbaren
Duftstoffe sind vorhanden, sondern auch die drei bei ALA oder Stress zu
beobachtenden Komponenten (37, 38 und MeSA) sind sehr ausgeprdgt. Die
Homoterpene (DMNT und TMTT) sind sogar starker vertreten als nach Elicitierung

mit Coronatin.

Die biologische Aktivitdt wurde qualitativ vom normalen Indanoyl-Konjugat 31 zum
Ethylderivat 57 deutlich verbessert und zeigt nun eine grofie Analogie zum Coronatin.
Auch quantitativ hat die Einfithrung der Ethylseitenkette die Aktivitat stark erhoht.
Selbst bei sehr geringen Mengen Elicitor (10 pL einer 100 pM-Losung) erhdlt man ein
zu Abb. 60 identisches Chromatogramm. Im direkten Vergleich der beiden durch 57
und 31 induzierten Duftprofile wird der Unterschied besonders deutlich (Abb. 61).

Ocimen Q
DMNT
TMTT
57
(e} NH
C,,H,;O
MeOOC Y
) MeSA E
Linalool
IS
C10H14

;EM—AW )| IS UV
T T o

S \
e Ej o Caryophyllen

31

O NH

Meooc)\/\

Abb. 61: Direkter Vergleich zwischen 57-induziertem und 31-induziertem Duft



Ergebnisse und Diskussion 57

Beide Chromatogramme zeigen die JA-typischen Duftkomponenten wie Ocimen,
Linalool, CioHis und CioHisO. Die Homoterpene (DMNT und TMTT) sowie
Methylsalicylat sind nur nach Elicitierung mit 57 zu sehen bzw. im Fall von DMNT
dort deutlich mehr induziert worden. Andererseits ist durch die zuséitzliche
Ethylgruppe in der Verbindung 57 die Emission von Benzylnitril, Methylanthranilat

und den meisten Sesquiterpenen reduziert.

In diesem Experiment wird die Anndherung der induzierenden Eigenschaften durch

die zusatzliche Ethylgruppe hin zum Coronatin besonders deutlich.

Rankenkriimmung
Auch im Rankenkriimmungs-Bioassay an B. dioica zeigt das Coronatinanalogon 57 eine
weitaus hohere Aktivitdt (Tab. 1) als die Verbindung 31 ohne Ethylgruppe. Im
Gegensatz zu den bisherigen Erkenntnissen’¢ kann auch 31 eine Spiralisierung in der
Ranke hervorrufen, jedoch sind die Konzentrationen, die nétig sind, um eine
komplette Spiralisierung (+++) zu bewirken, um den Faktor 20-50 hoher als mit dem
Ethyl-Derivat 57. Die Ranke zeigt bei Coronatin in Konzentrationen um 2 uM jedoch

immer noch fast die gleiche Aktivitat wie das Ethylindanon bei 10 uM.

Konzentration
500 pM 100 pM 10 uM 2 uM

/ Elicitor
Indanoyl- oy . ) )
Konjugat 31
Ethylindanoyl ot e N )
-Konjugat 57
Coronatin 28 +++ +++ ++ +

Tab. 1: Vergleich der Aktivitat der Indanon-Konjugate mit Coronatin bei der Rankenkrimmung
von B. dioica mit unterschiedlichen Konzentrationen (-: keine Krimmung, +++: vollstandige

Spiralisierung)

Betrachtet man die biologische Wirkung der Substanz 57 in diesem Bioassay, dann ist
sie wie erwartet deutlich grofier. Im Vergleich zum Duftbioassay bei der Limabohne,
bei dem vor allem die qualitative Anndherung an Coronatin durch den zusétzlichen
Ethylsubstituenten deutlich wurde, tritt in diesem Assay die quantitative Verbesserung

der Aktivitat besonders hervor.
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Endogene Salicylatlevel
Neben den duflerlich zu beobachtenden Reaktionen der biologischen Systeme auf
Elicitoren ist auch die Betrachtung des Einflusses auf die Phytohormone wichtig. In der
Einleitung wurde schon beschrieben, welche wesentliche Rolle die beiden
Phytohormone Jasmonsdure (20) und Salicylsdaure (26) in der pflanzlichen Abwehr
spielen. Deshalb ist eine Betrachtung dieser Substanzen zur Einschdtzung der Wirkung

der neuen Elicitoren unerlasslich.

Der zeitliche Verlauf endogener Jasmonsdurelevel nach Applikation von Coronatin
und dem unsubstituierten Indanoyl-Konjugat 31 bei Phaseolus lunatus wurde bereits
frither gemessen. Aufler einem frithen verletzungsbedingten Anstieg von JA nach
Abschneiden der Pflanze zeigte sich kein weiterer Einfluss auf dieses Phytohormon
durch beide Elicitoren.5¢63> Aus diesem Grund wurde beim Ethylindanoyl-Konjugat 57

auf eine solche Messreihe verzichtet.

12000

10000 1

8000 —

6000 —

Peakflache

4000 -

2000 —

0

0 7 10
Stunden

Abb. 62: Peakflachen entsprechend den endogenen Salicylatleveln nach Elicitierung mit

Ethylindanoyl-Iseucinmethylester (57)

Bei fritheren Messungen der endogenen Gehalte von Salicylat gab es dagegen
Unterschiede. Entsprechend der Emission von Methylsalicylat - moglicherweise einer
Form der , Entsorgung” fiir grofie Salicylatmengen - zeigt sich bei

Coronatinapplikation ein Anstieg der endogenen Salicylatkonzentration, beim Indanon
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31 dagegen nicht. Aus diesem Grund war die Wirkung des Elicitors 57 zur

Einschédtzung der Coronatinanalogie sehr wesentlich.

Wie schon durch das Duftprofil angedeutet, in dem grofle Mengen Methylsalicylat
vorhanden waren (Abb. 60), zeigt der Elicitor eine grofie Wirkung auf den endogenen
Salicylatlevel. Nach sieben Stunden hat sich die Salicylsaurekonzentration in den
Blittern der Limabohne verdreifacht und nach 10 Stunden verzehnfacht. Die
Eigenschaften des neuen Elicitors 57 entsprechen damit deutlich mehr dem Coronatin

als der unsubstituierten Verbindung 31.

Genexpression von JIP 23 in Gerste
Analog zum Versuch mit dem Photoaffinitdtsmarker 40 (Seite 36) wurde wieder in
Zusammenarbeit mit WASTERNACK am IPB in Halle die Genexpression von JIP 23 in

Gerstenblattern nach Elicitierung mit dem Coronatinanalogon 57 untersucht.

Es wurden 5cm grofle Blattsegmente von 6 Tage alten Keimlingen von Hordeum
vulgare var. Salomé fiir 24h auf Losungen von MeJA als Standard und vom
Ethylindanoyl-Konjugat 57 als Testsubstanz flotiert. Die RNA wurde extrahiert und
10pg davon mit markierter JIP 23 cDNA hybridisiert. Die Expositionszeit betrug

30 min.

0 2 10 20 50 pM

Jasmonsaure-
methylester

6-Ethylindanayl
L-isoleucin-
methylester

Abb. 63: Genexpression von JIP 23 in Gerstenblattern nach Behandlung mit MeJA und 57.

Wihrend mit der Azidoverbindung 40 eine 100 uM Lésung verwendet werden musste,

um eine deutliche Expression zu induzieren, reicht bei der Ethylverbindung 57 eine



60

5puM Losung aus. Die Aktivitit von 57 fiir die Expression des JIP 23 ist damit
mindestens ebenso groff wie die des Jasmonsdauremethylesters. Wieder wurde die
Aktivitdt durch den zusitzlichen Ethylsubstituenten im Vergleich zu 31 deutlich
erhoht.

Nikotin-Induktion in Tabakpflanzen
Der Nikotingehalt in Tabakpflanzen kann durch exogene Zugabe von Jasmonat erhoht
werden. Diese Nikotin induzierende Aktivitat (NIA) wurde von ZHANG mittels ver-
schiedener Elicitoren {iberpriift.## Es zeigte sich, dass MeJA und das Indanoyl-
Isoleucinkonjugat (31) eine vergleichbare Steigerung des endogenen Nikotingehaltes in
den Tabakpflanzen hervorriefen. Diese Arbeit wurde 1997 im Arbeitskreis von Prof.
Baldwin durchgefiihrt. Auch die Substanz 57 wurde auf eine solche NIA in

Kooperation mit GONZALEZ und BALDWIN getestet.

Das Experiment wurde analog zum publizierten Versuch durchgefiihrt.#8 Am ersten
Tag des Experiments wurden die Nicotiana sylvestris-Pflanzen mit 0,6 pMol Elicitor
behandelt. Nach sechs weiteren Tagen wurden die Pflanzenproben aufgearbeitet und

vermessen.

1:2 T
. 1

0,8

0,6 -
0,4 -

% WP Nicotin

0,2 T

0
Kontrolle MeJA Ind-lleMe IndEt-lleMe

Abb. 64: Nikotingehalt der ganzen Pflanze (WP= whole plant) in Prozent nach Behandlung mit

verschiedenen Elicitoren (600 nMol)

Insgesamt zeigen die drei verwendeten Elicitoren keine grofien Unterschiede. In allen
Féllen steigt der Nikotingehalt in den Blédttern ca. um das Sechsfache (ca. 10 pg
Nikotin/mg) im Vergleich zur Kontrolle. Der Nikotingehalt ist zwar bei dem
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Ethylindanon-Konjugat 57 hoher als bei MeJA, jedoch ist diese Steigerung kaum
signifikant. Moglicherweise ist bei diesen Konzentrationen das NIA-Maximum oder
die maximale Nikotinproduktion erreicht, und eventuell wiirde man mit niedrigeren

Elicitormengen eine bessere Aussage zum Vergleich der drei Elicitoren erhalten.

Es lasst sich jedoch fiir 57 mit Sicherheit feststellen, dass das Konjugat auch in diesem
Bioassay eine sehr grofie Aktivitdt aufweist. Diese liegt zum Beispiel auch deutlich
tiber der Wirkung der 12-Oxophytodiensdure (18), die friiher getestet wurde und nur
eine sehr geringe Aktivitdt auswies. Schwieriger fallt der Vergleich mit Coronatin. Das
Phytotoxin wurde 1997 auch getestet. Es hatte jedoch einen negativen Einfluss auf das
Wachstum und damit auf die Gewichtszunahme der Pflanzen, so dass diese kaum
grofier wurden und man so den Nikotingehalt nicht vergleichen konnte. Betrachtet
man in diesem Zusammenhang die Gewichtszunahme der Pflanzen in diesem Versuch
(Abb. 65), so sollte man aufgrund der groflieren Strukturanalogie zu Coronatin eine
stirkere Hemmung des Wachstums durch die Ethylverbindung 57 als durch die
unsubstituierte Verbindung 31 erwarten. Der Elicitor 31 ohne Substituent an 6-Position
bewirkt jedoch eine geringere Gewichtszunahme als die Ethylverbindung 57. Dieser
gegenldufige Effekt ist sehr interessant und zeigt, dass das Coronatinmimik sich nicht

in allen Eigenschaften an das Coronatin angendhert hat.
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Abb. 65: Durchschnittliche Gewichtszunahme der Pflanzen 6 Tage nach Behandlung mit

verschiedenen Elicitoren
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Induktion der Biosynthese von Benzo[c]phenanthridinen
KUTCHAN et. al. haben ein einfaches Testsystem entwickelt, das auf der Akkumulation
von Benzo[c]phenathridin-Alkaloiden (Abb. 66) in Eschscholzia californica Zellkulturen
beruht.”12 Es wurde eingesetzt, um ganze Reihen von potentiellen Elicitoren zu

testen.60

Abb. 66: Benzo[c]phenathridin Alkaloide von E. californica

Dabei wurde gezeigt, dass sowohl JA 20, MeJA und OPDA 18 als auch verschiedene
Derivate von 18 die Produktion der Alkaloide in den Zellkulturen induzieren konnen.
Obwohl auch Coronatin (28) und CFA-Ile eine grofie biologische Wirkung haben,

konnte das Indanoyl-Isoleucinkonjugat 31 keine deutliche Induktion hervorrufen.

In diesem Bioassay erreichte 31 weder die Wirkung der Jasmonsdure noch die des
Coronatins. Es war deshalb von besonderem Interesse, ob das Ethylderivat 57 diese

Eigenschaft besitzt.

Im Arbeitskreis von Prof. Kutchan wurde der Elicitor 57 analog zu den bisherigen
Versuchen getestet.®© Dabei wurde zu jeweils 1ml Zellkulturlosung 1 bzw. 3 ul
Elicitorlosung gegeben. Die erreichten Gesamtkonzentrationen lagen dabei zwischen
0,1 und 300 uM. Die Proben wurden 4 Tage bei 23 °C inkubiert. Danach wurden die
Zellen abzentrifugiert und die Probe nach weiterer Aufarbeitung® bei 490 nm im UV-

Spektrometer vermessen. Jede Messung wurde mindestens dreimal durchgefiihrt.

Die Ergebnisse (Abb. 67) zeigen fiir das Indanon-Derivat 31 zwar einen leicht erhohten
Level, aber keine Konzentrationsabhédngigkeit. Die Grafik zeigt, dass die sehr deutliche
Aktivitat der Ethylverbindung 57 vergleichbar mit der von MeJA ist (0.1-100 pM). Die

Konzentrationsabhédngigkeit der Alkaloidproduktion ist gut zu erkennen.
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Abb. 67: Elicitierungsversuche an E. californica zur Alkaloidproduktion (Linie= Kontrolle)

Das Ethylindanoyl-Konjugat 57 zeigt in diesem Bioassay eine genauso grofse Aktivitat
wie der beste bisher bekannte Elicitor, der Methylester der Jasmonsdure. Die
Erweiterung der Indanoyl-Leitstruktur 31 zeigt hier sehr deutlich seine Wirkung.
Zudem ist dies ein sehr gutes Beispiel, dass diese Substanz auch fiir den
kommerziellen Einsatz zur Wertstoffproduktion mit Pflanzenzellkulturen geeignet sein

konnte.

3.3 Untersuchungen an pflanzlichen Signal-

wegen

3.3.1 Vergleich von Duftprofilen nach Behandlung mit
verschiedenen Indanoyl-Konjugaten

Die bisherigen Versuche haben deutlich gemacht, wie sehr die Struktur einer Substanz
ihre biologische Wirkung bestimmt, wahrend umgekehrt eine bestimmte biologische
Wirkung nicht auf eine einzige Struktur als Elicitor beschrankt ist. So ahmt das
unsubstituierte Indanoyl-Isoleucin Konjugat 31 die Wirkung von Jasmonsaure 20 sehr

gut nach, obwohl die strukturellen Ahnlichkeiten nicht besonders groff sind. Wird
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zusétzlich ein neuer Substituent z.B. eine Ethylgruppe eingefiihrt, die die strukturelle
Ahnlichkeit zur JA erhoht und nicht senkt, so erhilt man eine sowohl quantitativ als

auch qualitativ stark veranderte biologische Wirkung.

Um den Einfluss eines Substituenten an der 6-Position des Indanoyl-Isoleucinmethyl-
esters 31 genauer zu studieren, werden im Folgenden die verschiedenen Konjugate 31,
57 und 40 sowie 51 als Isoleucinkonjugat vergleichend betrachtet. Es wurde jeweils
24 h die Duftproduktion an Phaseolus Iunatus mit 100 uM Elicitorlosungen gemessen.
Danach wurden die Peakflichen der einzelnen Komponenten von mindestens fiinf
Chromatogrammen gegen einen internen Standard (IS=1) normiert und in einem
Mittelwert zusammengefasst. Die Werte fiir eine Duftkomponente wurden nach

Induktion mit verschiedenen Elicitoren verglichen.

Homoterpene und Methylsalicylat
Aus den bisherigen Daten (Kapitel 3.1.4 und 3.2.5) wurde deutlich, dass der Einfluss
des Ethylsubstituenten auf die Produktion der beiden Homoterpene (DMNT, TMTT)
und auf Methylsalicylat am grofiten ist. Dieses Ergebnis bestatigt sich auch hier wieder
(Abb. 68). Durch die Wahl eines entsprechenden Substituenten ldsst sich die Menge
von DMNT im Duft steuern. Je grofer die strukturelle Ahnlichkeit des Elicitors zum

Coronatin (28) wird, umso starker wird die Produktion der Homoterpene (Abb. 68).

OInd-lleMe

@ N-Acetylamino-Ind-lleMe
E Azido-Ind-lleMe

W Ethyl-Ind-lleMe

DMNT MeSa T™MTT

Abb. 68: Einfluss des Substituenten auf die Emission von DMNT, Methylsalicylat und TMTT
(100 puM)
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Auch fiir die Biosynthese von TMTT gibt es einen solchen Trend, jedoch ist der
Einfluss sehr viel drastischer. Der Wechsel von einer N-Acetylaminogruppe in 51-
IleMe zur Azidofunktion in 40 bewirkt eine 9-fache Steigerung der TMTT Produktion,
und der Wechsel zur Ethylgruppe erhcht die Menge des produzierten Homoterpens

dann zusatzlich um das 17-fache.

Der Einfluss auf die Produktion von Methylsalicylat dagegen wird nur durch den
Ethylsubstituenten 57 verdndert. Hier erhdlt man einen 8-fach erhdéhten Wert im
Vergleich zu allen anderen Indanon-Konjugaten. Die Werte zeigen, dass die
Biosynthese der Homoterpene nicht mit der Produktion von Methylsalicylat gekoppelt
ist. Denn wiahrend die Homoterpenproduktion in dieser Reihe der Elicitoren zunimmt,
steigt die Menge des Salicylats erst beim Ethylindanonkonjugat 57 deutlich an.
Nattirlich stammt das Methylsalicylat aus einem ganz anderen Biosyntheseweg als die
Homoterpene, aber weil diese Duftstoffe fast immer gemeinsam auftreten, hitte man
auf eine gemeinsame, parallele Induktion schlieffen konnen. Stattdessen deutet der
sprunghafte Anstieg der MeSA-Menge auf einen unabhidngigen Ausloser innerhalb der
Pflanze hin, der die verstdarkte Produktion von Methylsalicylat oder von Salicylsdure
als biosynthetische Vorstufe auslost. Moglicherweise ist die Bildung von Salicylat eine
Folge der steigenden Toxizitit des Elicitors, die durch die erhchte strukturelle
Analogie zum Coronatin grofler wird. Auch durch Kanalbildner wie Alamethicin
(Abb. 71) wird bei der Pflanze sehr grofer Stress ausgelost, auf den sie moglicherweise
unter anderem mit der Biosynthese von Salicylat reagiert. In diesem Kontext sind
jedoch noch viele Fragen offen: Welche Ursache hat der Wechsel vom komplexen
Duftprofil zur ausschliefSlichen Produktion der beiden Homoterpene? Welche Rolle

spielt die zusitzliche Salicylatbildung in diesen Fallen?

Terpenoide und andere Duftstoffe des durch JA-induzierten Duftmusters

Betrachtet man die anderen Duftstoffe, so erhdlt man auch hier eine klare Aussage. Mit
dem unsubstituierten Indanon- 31 und dem N-Acetylamino-Indanon-Konjugat 51-
IleMe induziert man die Emission aller Duftstoffe, die klassischerweise zum JA-
induzierten Duftmuster gehoéren. Zu diesen Substanzen, deren Produktion
normalerweise durch die Wundantwort der Pflanze {iber den Octadecanoidweg
induziert wird, gehéren Ocimen, das unbekannte Terpen CijoHix und sein
Oxidationsprodukt CioHi6O (Abb. 69), sowie der 2-Aminobenzoesauremethylester
(2ABAMe) und das Caryophyllen (Abb. 70).
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Abb. 69: Einfluss des Substituenten auf die Emission von Ocimen, Linalool, Ci,H14 und C1oH10

Bei Ocimen, C10H160 und Caryophyllen sieht man eine sehr deutliche Préferenz fiir die
JA-dhnlichen Elicitoren. Die Coronatinanaloga 57 und 40 lassen die Pflanze nur ca. halb

so viel dieser drei Duftstoffe produzieren.

Bei Linalool und dem unbekannten Sesquiterpen haben die drei ersten Elicitoren 31,
51-IleMe und 40 eine dhnlich geringe Wirkung, wahrend das Coronatinanalogon mit
Ethylgruppe 57 die emittierte Menge dieser Substanzen mehr als verdoppelt bzw.
verzwolffacht. Dieses Verhdltnis bei der Aktivitat der Elicitoren ist mit der bei der
Methylsalicylatemission vergleichbar. Moglicherweise gibt es bei diesen Substanzen

einen gemeinsamen Ausloser fiir die erhohte Biosynthese.

Ein Konzept, das bei der Interpretation dieser Ergebnisse helfen kann, ist das des
,Crosstalks”, der Wechselwirkung zwischen dem Octadecanoidweg, der im
Allgemeinen fiir das JA induzierte Duftmuster zustandig ist und dessen Inhibierung
durch Salicylat, das bei der Ausbildung der SAR eine wesentliche Rolle spielt (siehe
Einleitung). In Kapitel 3.3.2 wird gezeigt, dass in der Pflanze durch Vorinkubation mit
Alamethicin die Biosynthese grofler Mengen endogenen Salicylats ausgeldst wird. Bei
der nachfolgenden Elicitierung mit Cellulysin entsteht kein Duftmuster, das dem JA
induzierten analog ist, obwohl Cellusysin eine Wundantwort der Pflanze durch
Aktivierung des Octadecanoidwegs auslost. Der Grund ist die Inhibierung eben dieser

Signalkette durch das Salicylat.
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Abb. 70: Einfluss der Struktur des Indanons auf die Emission von Indol, Anthranilsdauremethyl-

ester (AnthranilMe), Caryophyllen und ein noch unbekanntes Sesquiterpen

Auch hier sieht es so aus, als ob die coronatindhnlichen Indanone 40 und 57, die die
Produktion endogenen Salicylates auslosen (Seite 58), die Komponenten des JA-
induzierten Duftes reduzieren. Man konnte dies wiederum auf eine Inhibierung des
Octadecanoidwegs zuriickfithren. Jedoch darf man nicht vergessen, dass diese
Elicitoren ja gar nicht selber den Octadecanoidweg aktivieren, sondern direkt eben
diese oder noch wunbekannte Octadecanoide nachahmen und dadurch die
Duftproduktion auslosen. Dieser auslosende Mechanismus sollte demnach nicht durch

SA gehemmt werden konnen.

Es konnte bei diesem relativen Vergleich der Duftkomponenten auch einfach eine
Konkurrenz um zelluldre Ressourcen auftreten. Sowohl Monoterpene wie Ocimen als
auch die verschiedenen anderen Terpenoide haben das Isopentenyldiphosphat als
Vorstufe bei der Biosynthese (Abb. 13). Somit beschrankt dessen Vorrat die
Gesamtmenge der produzierten Terpene. Man sollte in allen Versuchen, bei denen es
um die Verhéltnisse der terpenabgeleiteten Duftstoffe und Duftmuster zueinander
geht, diese Tatsache bei der Interpretation der Ergebnisse nicht aus den Augen

verlieren.
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3.3.2 ,Crosstalk” — Die Wirkung von Salicylat auf den Octadeca-
noidweg

Die Forschung an der Wechselwirkung und Inhibierung zwischen JA und SA macht
eine leistungsfahige Analytik fiir diese Phytohormone erforderlich. Zusdtzlich musste
fir die Untersuchungen zur Inhibierung des Octadecanoidwegs durch SA eine

Messmethode fiir OPDA als Zwischenstufe der JA-Biosynthese entwickelt werden.

Intensive Studien verschiedener Kanalbildner an der intrazelluliren Membran haben
die biologische = Wirkung dieser neuen Klasse von Elicitoren des
Sekundarmetabolismus von Pflanzen untersucht.5¥ Diese Kanalbildner sind z.B.
Peptaibole, deren Effekte als Antibiotika bereits sehr gut untersucht sind. Ihre Wirkung
auf Pflanzen war bisher jedoch weitgehend unbekannt. Bei den von ENGELBERTH
durchgefiihrten Untersuchungen war das emittierte Duftmuster von elicitierten

Limabohnenblattern von besonderem Interesse.
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Abb. 71: Duftspektrum von P. lunatus mit Alamethicin als Elicitor

Einige dieser Kanalbildner, besonders Alamethicin (ALA), sind in der Lage, ein neues,
noch nicht beobachtetes Duftmuster zu induzieren (Abb. 71). Schon mit Losungen, die
ALA nur in Konzentrationen von 50 pM enthalten, ist eine biologische Antwort in

Form von emittierten Mengen DMNT, TMTT und Methylsalicylat hervorzurufen. Der
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Duft von P. [unatus enthdlt in diesen Experimenten neben diesen beiden
Homoterpenen und groflen Mengen MeSA keine weiteren wesentlichen

Duftkomponenten.

Untersuchungen von KOCH zeigen, dass neben einem starken Anstieg der endogenen
SA-Konzentrationen (90fach), die die groflen Mengen emittierten Methylsalicylats
erklaren, auch eine enorme Steigerung des JA-Gehaltes der Blatter erfolgt (20fach), der
spater wieder bis auf den Grundlevel abnimmt (Abb. 72).% Dieser Verlauf der JA-
Konzentration entspricht dem der Elicitierung durch Cellulysin und sollte eigentlich

ein JA-dhnliches Duftmuster zur Folge haben.5
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Abb. 72: Zeitabhangige Bestimmung der endogenen JA (A) und SA (M) Konzentrationen nach
ALA-Elicitierung (Kontrolle: o)

Cellulysin, eine rohe Mischung von Cellulasen des parasitiren Pflanzenpilzes
Trichoderma viride, ist ein potenter Elicitor der Pflanzenduftbiosynthese. Es handelt sich
um eine Mischung mehrerer Zellwand-abbauender Enzyme, die in vielen Pflanzen ein
Duftmuster hervorrufen kann, das der Behandlung mit JA oder Herbivorenfrafs ent-

spricht.o

In ersten Versuchen wurde die Fahigkeit von ALA getestet, die Biosynthese und
Emission der Terpenoide des JA-induzierten Duftmusters zu unterdriicken. So wurden
Limabohnen mit einer ALA-Ldsung vorinkubiert und nach einer bzw. zwei Stunden in
eine Elicitorlésung mit Cellulysin (50 pg ml') gestellt. Wahrend man in der einstiindig

vorinkubierten Losung noch Mengen von Terpenoiden des Cellulysin-induzierten
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Duftes finden konnte, zeigten die zweistiindig mit ALA vorkinkubierten Pflanzen
keinerlei Duftkomponenten mehr, deren Produktion durch JA iiber den

Octadecanoidweg induziert wird.”

Die Wirkung der grofien Mengen des durch ALA-Elicitierung produzierten Salicylats
wurde diskutiert, denn neben der Bedeutung der Salicylate fiir die Ausbildung der
SAR (systemic aquired resistance) ist auch ihr Einfluss auf den Octadecanoidweg bekannt
(Seite 12). So postulierte PENA-CORTES eine Wechselwirkung mit den frithen Schritten
der JA Biosynthese,” genauer eine Inhibierung der frithen Stufen vor der Bildung von
OPDA. Dagegen haben LAUDERT und WEILER Beweise fiir die Hinderung des
Transports von OPDA aus dem Plastid in das Cytosol durch SA gefunden. Damit wird
eine weitere Verarbeitung der OPDA zu JA inhibiert.”¢ Nach DOARES soll SA die durch

erhohte JA Konzentration bedingte Genexpression inhibieren.”

In den Untersuchungen von ENGELBERTH und KOCH war die Biosynthese von JA
offensichtlich nicht inhibiert, sondern der endogene Level zeigt die typische
Akkumulation in den ersten 90 min (Abb. 72). In den ersten 2 h ist die Menge an SA
noch sehr gering, so dass eine Hinderung der JA-Biosynthese in diesem Zeitraum
unwahrscheinlich ist. Dies wire jedoch zu einem spéteren Zeitpunkt (ca. 4-5 h) durch

die dann vorhandenen, sehr hohen SA-Mengen durchaus moglich.

Um einen besseren Einblick in die Verhiltnisse in der Pflanze zu bekommen und um
die SA-Inhibierung des JA-induzierten Duftes genauer zu untersuchen, sollten die
Konzentrationen von JA (20) und OPDA (18) mit und ohne Vorinkubation mit
Acetylsalicylsdure (AcSA) nach ALA-Elicitierung untersucht werden. Aspirin (AcSA)
wurde als exogene Applikationsform fiir SA verwendet, da es eine deutlich bessere
Wirkung zeigt. Diese ist wahrscheinlich auf die besseren Transporteigenschaften der
unpolareren Acetylverbindung durch Membranen und die nachfolgende Hydrolyse

zur freien Salicylsdure zuriickzufiihren.

Quantifizierung der 12-Oxophytodiensaure

Im Gegensatz zur etablierten Quantifizierungsmethode von JA/SA mittels GC/MS-
SIM als Methylester ist die derivatisierte OPDA nicht zufriedenstellend GC-géngig.

Allerdings hat OPDA durch die zur Ketogruppe konjugierte Doppelbindung einen
grofleren Chromophor als JA und ist deshalb mit einem UV-Detektor gut zu

quantifizieren.
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Abb. 73: OPDA und JA; besserer Chromophor bei OPDA durch konjugierte Doppelbindung am

Keton

Die Aufarbeitung der Proben hilt sich an das Protokoll zur JA-Quantifizierung,
jedoch wird die Probe am Ende nicht methyliert, sondern underivatisiert per HPLC
analysiert. Verwendet wird ein RP-Chromatographiesystem mit C-18 Saule mit Wasser
(0,2% TFA) und Acetonitril (0,1% TFA) als Laufmittel. Das Chromatogramm wird bei
221 nm aufgenommen und die Konzentration der OPDA iiber die Peakfliche im

Vergleich zu einer Eichgeraden bestimmt (Seite 100 und %).

Ergebnisse
Die eindeutigen Ergebnisse (Abb. 74) zeigen die endogenen Konzentrationen von JA
und OPDA 40 min (JA-Maximum, siehe Abb. 72) in Limabohnenblattern nach
Elicitierung durch Alamethicin (10 pg ml!) ohne und mit 13-stiindiger Vorinkubation

mit Acetylsalicylsdaurelésung (0,5 mM).
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Abb. 74: Quantifizierung endogener JA und OPDA-Level nach ALA-Elicitierung ohne und mit
Vorinkubation mit Aspirin (AcCSA).

Ohne Vorbehandlung bewirkt die Applikation von ALA eine allgemeine Hoch-
regulierung des Octadecanoidwegs, angezeigt durch grofie Mengen OPDA (12 pg g™
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Blattgewicht) und signifikante Mengen JA (450 ng g! Blattgewicht). Vorbehandlung
mit Aspirin hat keinen Einfluss auf den Gehalt an endogener OPDA (13,5 ug g!
Blattgewicht), aber offensichtlich werden spatere Schritte nach der OPDA im
Octadecanoidweg blockiert, denn in diesem Fall {iberschreitet die JA-Konzentration

nicht den Ruhegehalt (20-40 ng g! Blattgewicht).

In Gegenwart von grofien Mengen AcSA schon zu Beginn der ALA-Behandlung wird
der Effekt der SA auf den Octadecanoidweg besonders deutlich. Der Biosyntheseweg
wird deutlich hochreguliert, aber im Verlauf blockiert, was zu einer leichten
Anreicherung von OPDA fiihrt. Der oxidative Abbau zur JA tritt nicht auf (Abb. 74).
Die Akkumulation der frithen Octadecanoide wie Linolensaure und OPDA kann nun
dazu fiihren, dass diese als Elicitoren fiir das zu beobachtende Duftmuster dienen. Dies
wurde bereits von KOCH beschrieben.5¢ Dieses Experiment zeigt die unterschiedliche
Rolle der frithen und spédten Octadecanoide im Netzwerk der Signalwege der
Limabohne. Allerdings sollten weitere Experimente die Wirkung von OPDA und
Linolensaure in Phaseolus lunatus sicherstellen. So wdaren Inkubationen mit
Sauerstoffderivaten der OPDA, die nicht durch B-Oxidation zu JA abbaubar sind,

denkbar, um die Signalfunktion zu beweisen.

3.3.3 Uberlegungen zur induzierten Homoterpen / Methyl-
salicylat-Biosynthese

Die Bedeutung des durch Alamethicin (ALA) induzierten Duftmusters bei P. [unatus
und dessen Zustandekommen ist durch die Arbeit von KOCH5 und den in Kapitel 3.3.2

beschriebenen Versuchen noch lange nicht vollstandig verstanden.

Mit der , Crosstalk”-Hypothese kann man jedoch gut erkldaren, warum Coronatin nicht
nur ein Duftmuster bei der Limabohne induziert, das dem durch JA induzierten
entspricht, sondern auflerdem auch die Produktion von Homoterpenen und
Methylsalicylat aktiviert. Coronatin ist nicht nur mit seinem CFA-Teil (29) ein JA-
Analogon, sondern als Aminosdurekonjugat auch eins der 12-Oxophytodiensaure
(18).45 Somit wirkt es auf die Duftproduktion (Abb. 14) sowohl als JA% als auch als
OPDASJ,

Durch die Entdeckung, dass ALA neben der Methylsalicylat- nur noch die
Homoterpen-Biosynthese elicitiert’® (Abb. 71), gibt es aber noch zwei weitere

Moglichkeiten der Erklarung. ALA als Ionophor bewirkt eine drastische
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Depolarisierung an der Membran. Zum einen konnte sich dieser Effekt als Startpunkt
einer weiteren Signalkaskade auswirken, zum anderen konnte er durch das
Zusammenbrechen der Potentiale an den Membranen eine weitreichende toxische
Wirkung auf die Pflanze haben, was als Reaktion die Produktion dieses Duftmusters

zur Folge hat.

Auch fiir Coronatin ist die starke toxische Wirkung bekannt (Kapitel 1.3.2). So stellen
Tabakpflanzen beispielsweise nach Inkubation mit Coronatin ihr Wachstum fast vollig

ein (Seite 60).48

Auch Schwermetalle haben einen starken toxischen Einfluss auf Pflanzen.
Moglicherweise spielt dabei auch die Depolarisation der Membran wieder eine
wichtige Rolle, denn Schwermetalle haben FEinfluss auf die Wirkung der
Lipoxygenasen (LOX) beim Abbau der Biomembranen. LOX sind universell
vorhandene Enzyme, die die Hydroperoxidierung von ungesittigten Fettsduren aus
den Membranen Kkatalysieren. Sie spielen auch eine wichtige Rolle bei der
Membranlipid-Peroxidation =~ wéahrend der Pflanzenalterung.®1%  Zu  den
Abbauprodukten gehoren freie Radikale, Peroxide, Malondialdehyd und
Jasmonsdure.'6 Alle diese Substanzen bewirken einen weiteren Abbau der
Membranlipide.l9! Dies fiihrt wieder zur Depolarisation an der Membran durch
erhohten Austausch der Elektrolyte.12 Der Membranschaden, der durch Alterung und
abiotischen Stress, einschliefilich Schwermetallsalze, ausgelost wird, entsteht meist
durch Membranlipid-Peroxidation.!0103 Es gibt Berichte iiber die Beteiligung von
freien  Radikalen bei der Membranzersetzung, hervorgerufen  durch

Schmermetallsalze.103,104

Um die Wirkung von toxischen Einfliissen auf die Duftproduktion zu testen, wurden
Limabohnen in Schwermetall-Losungen gestellt. Kupfersulfat und Quecksilberchlorid-
Losungen mit einer Konzentration von 0,2 mg/ml wurden als exogene Stressfaktoren

verwendet.



74

TMTT
DMNT
IS
MeSA
LR R L LY L) R LA Ll L R Rk LA L R R Lkl I Lk Rl R R RN Ll L) LA R L) LAb R R AL L) L LR L) RS LA Al ) LA R L) L) R ALY AL L) RALE RAY LA LA AL AR L
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Time (min)

Abb. 75: Duftprofil von P. lunatus nach Elicitierung mit Schwermetalllésung

Mit diesen relativ hochkonzentrierten Losungen erhdlt man ein Duftprofil, das bis auf
die Gesamtmenge exakt dem durch Alamethicin (Abb. 71) hervorgerufenen Duft
entspricht. Ist das auf toxische Effekte zuriickzufiihren oder ein Resultat der

Depolarisierung der Biomembranen?

Als Zusatz zu all diesen Beobachtungen gibt es eine Arbeit, die zeigt, dass exogen
applizierte Salicylsdure die indirekt depolarisierenden Effekte von Quecksilber- und
Bleisalzen ausgleichen kann.!%5 Moglicherweise versucht das die Limabohne auch,
wenn sie nach der Depolarisation der Biomembran durch ALA oder
schwermetallunterstiitzte LOX-Aktivitat grofie Mengen von Salicylsdure produziert,
die wir im Duft wiederfinden. Dies ist eine von mehreren moglichen Hypothesen,
deren Kldarung ein wichtiger Schritt zum Verstandnis der pflanzlichen Antwort auf die
unterschiedlichen Elicitierungen sein wird. Die Depolarisierung der Membranen

konnte dabei eine wichtige Schliisselrolle spielen.

3.3.4  Verbesserte Methoden zur Quantifizierung von organischen
Sauren

Ein Schliissel zum Verstandnis der Steuerung des Sekundéarstoffwechsels in Pflanzen
ist die akkurate und zuverldssige Messung von Konzentrationen der wichtigsten

Phytohormone und Signalmolekiile. Leider liegen viele dieser Substanzen in extrem
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geringen Konzentrationen in den Pflanzen vor, so dass man entweder auf grofie
Mengen Pflanzenmaterial angewiesen ist, um eine nachweisbare und messbare Menge
dieser Substanzen zu erhalten, oder aber teure Analysegerdte verwenden muss, um die
Nachweisgrenze herabzusetzen. Eine einfache, kostengiinstige Alternative, die auf
einer Analytik beruht, die in vielen Laboren bereits vorhanden ist, ware

wiinschenswert.

Eine Detektionsmethode, die es ermdglicht, in sehr niedrige Konzentrationsbereiche
vorzudringen, ist die Messung der Fluoreszenz. Die Empfindlichkeit dieser Methode
liegt, je nach Fluorophor, um mindestens zwei Ordnungen hoher als die Detektion

mittels UV bei Substanzen mit durchschnittlicher UV-Absorption.

Betrachtet man die unterschiedlichen Analyten, die fiir eine solche Messung in Frage
kommen, so gibt es neben den schon erwdhnten Substanzen wie zum Beispiel
Jasmonsdure (20), 12-Oxophytodiensaure (18) und Salicylsdure (26) noch weitere
Verbindungen, die eine zentrale Rolle bei der Steuerung des Sekundarmetabolismus
von Pflanzen spielen und deren gemeinsame Erfassung bei einer einzelnen Messung

hochst wiinschenswert ware.

Auxin oder Indol-3’-essigsdure (79, IAA) ist in Pflanzen fiir das Streckungswachstum
im Spross zustindig. Die Wirkung der IAA besteht darin, das Streckungswachstum
der Zellen zu fordern. Bei Kriimmungswachstum wie Rankenspiralisierung wird
Auxin lateral zu einer Seite transportiert und bewirkt so ein unterschiedliches

Wachstum beider Seiten.
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Abb. 76: Weitere pflanzliche Signalstoffe: Auxin (IAA), Gibberellin GA; und Abscisinsédure (ABA)

Gibberelline 80 bilden eine grofle Klasse von Verbindungen, von denen einige
biologisch aktiv und fiir das Langenwachstum von Stengeln verantwortlich sind.
Zudem regeln sie die Anlage von Friichten, deren Wachstum und die Auslésung der

Samenkeimung. Die Abscisinsaure (81, ABA), die sich von den Carotinoiden ableitet,
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kontrolliert den Wasserhaushalt von Pflanzen. Sie initiiert das Schliefen der
Spaltoffnungen bei Wassermangel und 10st iiber Genexpression die Dormanz von

Samen und Knospen aus.

Vergleicht man alle diese wichtigen Signalsubstanzen miteinander, so stellt man eine
wichtige Gemeinsamkeit fest: Es handelt sich hierbei durchgehend um organische
Sauren. Man benétigt demnach ein Dervatisierungsreagenz, das einen starken
Fluorophor bei organischen Sauren einfiihrt. Eine hohe Reaktivitdt zeigen dabei
Diazoalkane, die in leicht saurem Medium bei Raumtemperatur ohne Stérung durch

Wasser mit den organischen Sauren entsprechende Ester bilden.

In der Literatur sind Diazoalkane als Derivatisierungsreagenzien beschrieben, deren
hohe Reaktivitdt mit der guten Detektierbarkeit von Fluorophoren verbunden wird.10
Es gibt bereits eine grofse Menge fluoreszenter Gruppen, die dabei genutzt werden: z.B.
Coumarinderivate, Anthracen-, Naphtyl-, Phenanthrene- und Pyrenylverbindungen

sowie Fluoresceinanaloga.

Zur Kupplung mit den Carboxyfunktionen wurden Alkylhalide, Amine, Hydrazide,
Alkohole, Carbodiimide und auch Diazoalkane benutzt. Die bisherigen Anwendungen

liegen ausschliefSlich im biomedizinischen Bereich.10”

Bisher gibt es keine Verwendung dieser Methode im Bereich der Phytohormone. Um
die Anwendbarkeit dieser Technik auf die Detektion der Signalstoffe in Pflanzen zu
iiberpriifen, wurde zundchst ein geeignetes Derivatisierungsreagenz ausgewahlt.
Wegen seiner hohen Fluoreszenzintensitit und der kommerziellen Verfiigbarkeit fiel
die Wahl auf 1-Pyrenyldiazomethan (82, PDAM). Die Anregungs- und
Emissionsmaxima liegen bei PDAM bei 340 nm und 395 nm. Es ist vergleichsweise
stabil und bei Raumtemperatur 20 Tage haltbar. Mit diesem Reagenz wurden zuvor
verschiedene Fettsdauren in Mengen von 30 Femtomol nachgewiesen.'8 PDAM reagiert
mit organischen Sauren zu stabilen Estern (Abb. 77), die durch sehr starkes UV-Licht

wieder spaltbar sind.
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Abb. 77: Reaktion von PDAM mit einer organischen Saure

Dieses Vorsaulenderivatisierungsreagenz 82 ist stark orange gefarbt und wird hell gelb
nach der Reaktion. Das Reagenz wird in Chloroform:Methanol vorgelost, im
Uberschuss zu den wissrigen oder festen Proben gegeben und fiir 30 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Die Reaktion verlduft quantitativ. Um den Uberschuss an

Reagenz abzufangen, gibt man Essigsdure zu.

Die Chromatographie erfolgt durch reversed-phase HPLC an einer C8 Saule mit einem
Gradienten aus Wasser und Actonitril (siehe Experimenteller Teil). Die Bildung der
Ester wurde am Beispiel der Jasmonsdure (20) und der OPDA (18) mittels LC/MS
tiberpriift. Die Detektion erfolgt mit einem Fluoreszenzdetektor bei den Anregungs-

und Emissionswellenlangen des Pyrenylrestes.
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Abb. 78: Eichgerade mit der Emission bei 395 nm fur verschiedene Mengen JA mit linearer
Regression (R°=0,99974). Die Anregung erfolgt bei 340 nm.
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Die Abb. 78 zeigt die Messung einer Eichgeraden mit JA-Mengen von 20 bis 1000 nMol.
Die Ergebnisse zeigen eine grofse Genauigkeit sowohl im Bereich kleiner Mengen mit
sehr groflem Reagenziiberschuss als auch bei grofieren JA-Mengen, wenn dieser

Uberschuss deutlich kleiner wird.

Die Messung von pflanzlichen Proben, in Zusammenarbeit mit Thomas Koch und Anja
Biedermann, zeigt deutlich die Schwéchen des PDAMs. Im unten gezeigten
Chromatogramm (Abb. 79) kann man die Fettsduren einfach unterscheiden, jedoch
liegen im vorderen Bereich des Chromatogramms die Substanzen alle sehr nah
beieinander und werden nicht mehr sauber getrennt. Dies liegt am Verhéltnis des sehr
grofsen, hydrophoben Pyrenylfluorophors zum Rest des Molekiils. Der Einfluss der
kleinen Signalmolekiile auf das HPLC-Laufverhalten ist deshalb sehr gering. Die
langen Festsduren haben dagegen einen grofieren Einfluss auf ihr Laufverhalten bei

der Chromatographie.

Lin

9?0
N

600
|

450
|

150
|

OPDA

T M L,

Abb. 79: Chromatogramm einer ALA elicitierten Pflanzenprobe (1 g); Lin = Linolenséaure; FA =
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In diesem Fall wurde die grofie Fluoreszenzintesitit mit einer stark erschwerten

Trennung erkauft. Leider war es aus zeitlichen Griinden nicht méglich, diese Technik
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bis zu einem Abschluss weiterzuentwickeln, jedoch liegt in dieser Methode noch
reichlich Potential fiir Verbesserungen. Die analytischen Moglichkeiten zur Studie der

endogenen Phytohormonlevel sind sehr vielversprechend.

Es empfiehlt sich nach den bisherigen Erfahrungen, einen anderen Fluorophor zu
verwenden, der einen kleineren, weniger hydrophoben Rest besitzt. Dies sollte die
Trennleistung verbessern und die Dauer eines Trennungslaufs verkiirzen. Fiir
zukiinftige Versuche wiirden sich die bisher noch nicht verwendeten Dansyl- 84,
Methoxynaphtyl- 85 oder das bewéhrte Coumarindiazoalkan 86 (Abb. 80) empfehlen,
auch wenn dies bedeutet, dass man durch die verminderte Fluoreszenz nicht mehr im

100 fmol-Bereich messen kann.
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Abb. 80: alternative Derivatisierungsreagentien: Dansyl-, Methoxynaphtyl- und Coumarin-
diazoalkan

3.3.5 Induktion der Glyceollinproduktion an Sojabohnen

(Kooperation mit Prof. Ebel, LMU Miinchen)

Einleitung

Die Photoaffinititsmarkierung an ganzen Pflanzen ist sehr aufwendig. Sehr viel
einfacher ist die Suche nach Rezeptoren und Bindeproteinen in Zellkulturen. Prof. Ebel
und seine Mitarbeiter von der LMU Miinchen arbeiten seit vielen Jahren mit einem
Sojabohnen-Zellkultursystem, an dem sie Anfang der neunziger Jahre den Rezeptor
eines Hepta-I-glucosids fiir die Phytoalexinproduktion in der Sojabohne identifiziert
haben.!® Dieses etablierte System konnte ein guter Startpunkt fiir erste
Photoaffinititsmarkierungen sein. Jedoch musste zundchst gezeigt werden, dass das
photolabile Coronatin-Analogon 40 in den Sojabohnenzellkulturen die Produktion von
Glyceollin (Abb. 4) und anderen Phytoalexinen induziert.
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Ergebnisse

Axel Mithofer aus der Miinchener Arbeitsgruppe testete sowohl die Azidoverbindung
40 als auch die Indanon-Verbindungen 31 und 57. Daneben wurden 12-
Oxophytodiensdure (18), Jasmonsdure (20) und Methyljasmonat untersucht. Als
Positivkontrolle diente eine angereinigte Fraktion des Hepta-I-glucosids (RE). Die
Zellkulturproben wurden 24 h auf einem Kreisschiittler bei 100 rpm im Dunkeln mit
den angegebenen Konzentrationen des Elicitors inkubiert. Das filtrierte Medium
wurde mit Ethylacetat extrahiert. Der Riickstand wird nach Trocknen und Einengen
der organischen Phase mit Ethanol aufgenommen und auf einer RP-18 Saule mittels
HPLC untersucht. Die Peakfliche des Glyceollins im Chromatogramm dient zur

Mengenbestimmung.!1? Es wurden jeweils mindestens drei Messungen durchgefiihrt.
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Abb. 81: Relative Mengen des Glyceollins im Extrakt von 1 g Zellkultur (Frischgewicht) mit

verschiedenen Elicitoren (RE= Rohelicitor)

In Abb. 81 sind die Ergebnisse von drei Experimenten gezeigt. Vergleicht man die
Mengen nach Elicitierung mit dem Rohelicitor (RE), dann erkennt man die gute
Reproduzierbarkeit in den drei Messreihen. Leider zeigen einige Konzentrationsreihen
eine nicht nachvollziehbare Inkonsistenz. So ist die Glyceollinmenge bei der jeweils
mittleren Konzentration von Coronatin, 57, MeJA und 40 geringer als erwartet, und bei

Jasmonsdure nimmt die Wirkung bei steigender Konzentration ab.
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Trotz dieser Unregelmafiigkeiten lasst sich zeigen, dass Coronatin und das Analogon
57 eine dhnlich starke Wirkung auf die Glyceollinproduktion haben. Die
unsubstituierte Indanonverbindung 31 zeigt dagegen nur einen Bruchteil dieser
Aktivitat. Das Azidoderivat 40 hat eine grofSe biologische Wirkung, die allerdings nicht
ganz an die des Coronatins heranreicht. OPDA ist unterhalb von Konzentrationen von
10 uM nur schwach aktiv, dariiber zeigt es dagegen eine iiberraschend grofie Aktivitat.
Leider stammen diese Werte von verschiedenen Versuchen, so dass man die Werte
durch eine Konzentrationsreihe in einem Experiment bestitigen sollte. Entgegen
fritherer Annahmen ist das Sojabohnen-Zellkultursystem in diesem Bioassay nicht JA

insensitiv.

Aus der Tendenz dieser Daten kann man schlieflen, dass die Indanonderivate ihre
Rolle als Coronatinanaloga wieder bestdtigt haben. Auch der Einfluss des
Substituenten am Aromaten entspricht den Ergebnissen der anderen Versuche. Das
Sojabohnensystem reagiert auf die Elicitierung mit dem Azidoindanoylisoleucin-
methylester (40), somit sollte eine Photoaffinititsmarkierung an der Sojabohne moglich

sein.

Identifizierung eines neuen Flavons der Sojabohne
Nach Elicitierung mit dem Azidoindanoyl-Konjugat 40 entdeckte Axel Mithofer in den
Chromatogrammen eine Verbindung, die er bei bisherigen Versuchen aufgrund ihrer
geringen Absorption ignoriert hatte. Der Photoaffinititsmarker 40 induziert die
Produktion dieser Substanz, dessen Retentionszeit nicht mit den fiir Sojabohne
bekannten Verbindungen iibereinstimmte z.B. Glyceollin, Daidzein oder Genistein. Die
Produktion dieser Verbindung wurde mit einer 250 uM Losung des Azids 40 tiber 100-
mal starker aktiviert als durch die Leerprobe (Abb. 82). Auch der Rohelicitor, das
unsubstituierte Indanoylkonjugat und OPDA (18) erreichten nur eine Verdrei- bis

Verneunfachung des Grundgehaltes.

Die Kollegen in Miinchen konnten etwa 150 mg dieser Substanz sammeln. Sie zeigte
eine starke Fluoreszenz mit 351 nm Extinktions- und 413 nm Emissionswellenldnge. Es
konnten gute NMR- bzw. Massenspektren von der Substanz aufgenommen und

ausgewertet werden.
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Abb. 82: Produktion einer neuen Substanz nach Elicitierung mit 40. Dargestellt sind die
Peakflachen nach HPLC, kalibriert auf Kontrolle=1 (RE=Rohelicitor)

Die Substanz hat eine Masse von 254.06 g mol! und die Summenformel Ci5H10O4. Sie
zeigt ein fiir Hydroxyflavone typisches MS-Zerfallsmuster. Mit Hilfe der NMR-
Spektren konnte die Substanz als 7, 4’-Dihydroxyflavon identifiziert werden. Diese
Substanz ist bereits aus einigen wenigen Pflanzen bekannt, unter anderem aus den
Wurzeln chinesischer Lakritze (Glycyrrhiza aspera).!! Jedoch gab es bis jetzt keine

Hinweise darauf, dass diese Substanz auch in der Sojabohne vorkommt.

Abb. 83: Identifiziertes 7,4‘-Dihydroxyflavon

Die interessante Fragmentierung des Molekiils im Massenspektrum konnte von Dr.

Neil Oldham durch die folgende wahrscheinliche Reaktion erklart werden (Abb. 83).
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Abb. 84: Postulierte Fragmentierung von 87 im Massenspektrometer
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Abb. 85: Massenspektrum des 7,4'-Dihydroxyflavons (87)

3.3.6  Analytik zur Identifikation von Phytoalexinen in der
Limabohne

Zu den bekannten Verteidigungsmechanismen der Limabohne (P. [unatus) gehoren die
cyanogenen Glycoside* (siehe Seite 3) und die tritrophe Interaktion mit den natiirlichen
Feinden der Spinnmilbe {iiber Duftstoffe!3> (siehe Seite 6). Wiahrend fiir andere

Bohnenarten z.B. Sojabohne viel iiber die Verteidigung durch toxische Flavonoides
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publiziert ist, sind Verbindungen dieser Klasse fiir die Limabohne bisher unbekannt.
Um zu untersuchen, ob dieses Pflanzensystem &dhnliche Substanzen produziert,
wurden junge Limabohnen mit zwei vollstindig entwickelten Primédrblattern mit
verschiedenen Elicitorlosungen inkubiert. Analog zum Duftbioassay (siehe
Experimenteller Teil) wurden die Pflanzen 24 h in eine Elicitorlosung gestellt. Danach
wurden Blétter und Stengel getrennt in fliissigem Stickstoff gemorsert. Jeweils 100 mg
des Pflanzenmaterials wurde mit 1 ml Methanol fiir 2 h bei 60 °C extrahiert. Durch
Zentrifugation und Filtration wurden die festen Bestandteile abgetrennt. Die Proben
wurden mittels HPLC an einer RP-18 Saule (H,O/MeCN Gradient: 2% bis 98% MeCN
in 25 min) getrennt. Die Detektion erfolgte mittels UV-Absorbtion bei 190 nm und
durch einen DAD-Detektor.

120 —

mV

Abb. 86: Chromatogramm eines Blattextraktes von P. lunatus nach Elicitierung mit JA (2 mM),
Alamethicin (10 pg/ml) und Cellulysin (0,1 mg/ml); Wasser als Negativkontrolle; Ape= 190 nm;
Séaule RP-18

In Abb. 86 sind reprasentative Chromatogramme abgebildet. Die UV-Absorption
(190 nm) der Kontrolle, die mit Wasser behandelt wurde, ist dabei fast generell
geringer als alle drei Proben von elicitierten Pflanzen. Blatt- und Stangelextrakte

zeigten dabei keine elementaren Unterschiede. Einige Signale finden sich nur in den
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Chromatogrammen von JA- und ALA-induzierten Pflanzen. Durch Vergleich der
zugehorigen UV-Spektren konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass es sich dabei
um Flavone oder davon abgeleitete Verbindungen handelt. Auch entsprachen die
Retentionszeiten dieser unbekannten Verbindungen nicht denen einiger sehr
verbreiteter Flavonoide wie Genistein, Daizein, Glyceollin oder Keviton, die als

Referenzen vermessen wurden.

Diese ersten Versuche zeigen, dass sich die Produktion verschiedener Verbindungen
durch Elicitierung der Limabohne aktivieren ldsst. Diese Substanzen gehdren jedoch
nicht zu den hédufig vorkommenden Flavonoiden. Weitere nétige Untersuchungen zur
Struktur der induzierten Verbindungen konnten zeigen, ob es sich hierbei vielleicht

um Phytoalexine oder pflanzliche Signalstoffe handelt.

3.3.7  Photoakustikspektroskopie flir Isopren

(Kooperation mit Dr. Frank Kithnemann, IAP Uni-Bonn)

Am Institut fiir Angewandte Physik der Universitit Bonn werden unter Leitung von
Dr. Frank Kithnemann einige der wenigen Photoakustikspektrometer (PAS) weltweit
gebaut und verwendet. Diese Technik erlaubt es, die Konzentration von Spurengasen
extrem empfindlich und zeitgleich zu messen. Bisher wird dort bereits die Messung
von Ethylen sehr erfolgreich durchgefiihrt. Die Moglichkeit, die Menge des
abgegebenen Ethylens, eines der wichtigsten Phytohormone in Pflanzen, online im

ppb-Bereich zu verfolgen, eroffnet vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten.

Ein weiteres leichtes Spurengas neben dem Ethylen ist das Isopren. Es wird von vielen
Pflanzen in grofien Mengen emittiert (Eukalyptus, Reis) und ist ein wichtiges, wenn
auch unterschitztes Treibhausgas. Zudem spielt es eine wichtige Rolle als Produkt im

Sekundar- und Terpenstoffwechsel von Pflanzen.

Fiir den Aufbau eines PAS zur Isoprenmessung wurden Spektren, Referenzsubstanzen

und Hilfestellungen bei der nicht-physikalischen Seite des Projekts benétigt.

Funktionsweise der Photoakustikspektroskopie
Das Grundprinzip der PAS ist immer gleich (Abb. 87). Mit einem abstimmbaren
Laserstrahl werden die Gasmolekiile in einer photoakustischen Zelle angeregt und
zum Schwingen gebracht. Die angeregten, schwingenden Molekiile geben ihre Energie

durch Zusammenstofle mit anderen Molekiilen ab, wobei die Schwingungsenergie
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tibertragen wird. Dadurch kommt es zu einer Temperaturerhthung in der Zelle. Dies

hat eine kurzfristige Druckerh6hung zur Folge. Durch die Unterbrechungen des Lasers

durch einen Chopper entstehen periodische Druckschwankungen, die man mit einem

Mikrophon nachweisen kann. Die Chopperfrequenz wird so gewdhlt, dass eine

akustische Resonanz der PA-Zelle angeregt wird.

Photoakustische Zelle

~ Mikrophon ~ ~

~

Schwingung
des Molekdls

Temperatur-
erhohung

Abregung
Uber StoRe

Abb. 87: Allgemeine Funktionsweise eines Photoakustikspektrometers am Beispiel des

Ethylens
Blattkammer
Flussregler /\ temperaturgeregelte  Photoakustische
Luft FDj N, ,,-Kihlfalle Zelle
> .
| |

. L]
Platin- pd 1 AN
Katalysator

|

Abb. 88: Schematischer Aufbau eines Photoakustikspektrometers (PAS)

Um pflanzliche Systeme zu messen, leitet man die Luft zundchst zum Reinigen {iiber

einen Platinkatalysator. Ein nachfolgender Flussregler steuert den Luftstrom, der

durch

die Blattkammer flieSt und die von der Pflanze emittierten Substanzen

aufnimmt. Eine geregelte Kiihlfalle mit fliissigem Stickstoff entfernt alle stérenden
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Bestandteile wie zum Beispiel Feuchtigkeit und andere schwer fliichtige

Verbindungen. Am Ende stromt die Luft durch die photoakustische Zelle.

Synthese des Dideutero-lsoprens
Neben der Messung von reinem Isopren sollte parallel dazu auch Dideuteroisopren
messbar sein. Die Idee war, ein Experiment zu schaffen, mit dem man spater durch
Applikation entsprechender Vorstufen wie deuterierter 1-Deoxyxylulose (DOX) einen

genaueren Einblick in das Zusammenspiel der beiden Terpenbiosynthesewege zu

bekommen.
O @) OH
D D / oP oP D
—_— Dl —> D —>
HO oP ’ > p
HO D HO D
OH OH OH
1-Deoxyxylulose-5-P 2-C-Methyl- 2-C-Methyl- D,-Isopren
(DOX-P) erythrose-4-P erythritol-4-P

Abb. 89: Biosynthese von Isopren aus dideuterierter DOX (P=Phosphat)

Technische Voraussetzung ist die Unterscheidbarkeit der deuterierten und der nicht-
deuterierten Substanz mittels IR. Dafiir musste 4,4-Dideuteroisopren synthetisiert und
dessen Gasphasen-IR-Spektrum mit dem des undeuterierten Isoprens verglichen

werden.

Die Synthese des 4,4-Dideutero-2-methyl-1,3-butadien (93) erfolgte nach einer
Vorschrift von GREENWALD und COREY mittels einer Wittig-Reaktion zwischen

Methyl-D;-triphenylphosphonium Iodid (92) und Methylacrolein (91).112

D
®
O + Dgc_P >
)‘\% DMSO-dg Zp

91 © o 03

Abb. 90: Synthese des Dideuteroisoprens
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Infrarotspektren der Isoprene

Undeuteriertes und dideuteriertes Isopren wurden vermessen und verglichen. Die
beiden IR-Spektren zeigen deutliche Unterschiede (Abb. 91). Besonders grof3 sind die

Verschiebungen der Banden im Fingerprintbereich (<2000 cm-?).
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Abb. 91: IR-Spektren der beiden Isoprene in der Gasphase

Wichtiger als die Unterscheidbarkeit im IR-Spektrum sind die Unterschiede im PAS,
denn nicht jede Bande im IR ist durch den CO»-Laser erreichbar. Nach vergleichenden

Messungen mit PAS zeigte sich die ideale Lage erreichbarer, unterscheidbarer Banden

(Abb. 92).

Obwohl die beiden Spektren eine Bande bei 10,1 bzw. 10,6 um haben, ist die des
deuterierten Isoprens leider nicht durch den Laser erreichbar. Schliefllich liefert die
Kombination von sechs verschiedenen Messpunkten und ihr Verhiltnis zueinander
eine bessere und groflere Genauigkeit in der Bestimmung der Konzentrationen in der

Gasphase.
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Abb. 92: Vergleich des Fingerprintbereichs der PAS- und der FTIR-Messung zur

Unterscheidung von Isopren und 4,4-Dideuteroisopren (Deulsopren)

Praktische Anwendung
Die gemessenen Werte wurden in das Experiment {ibertragen und praktisch tiberpriift.
Die unten stehende Grafik zeigt eindrucksvoll die Funktion der neuen Messmethode

(Abb. 93).

Die Isoprenemission eines Eukalyptusblatts wurde beobachtet. Dieses gibt schon ohne
besonderen Reiz Isopren ab. Die Isopren-Synthetase reagiert sehr empfindlich auf
verschiedene duflere Faktoren. So ist sie lichtabhingig und temperaturempfindlich.
Dies sieht man sehr deutlich im Versuchsverlauf (Abb. 93), denn die Isoprenemission
beginnt erst nach dem Einschalten des Lichtes. Nach der Zugabe von Deutero-DOX
wird diese langsam mit eingebaut und die Dideuteroisopren-Emission steigt, wahrend

gleichzeitig weniger Isopren gemessen wird.

Durch die Erhohung der Kiivettentemperatur steigt die Syntheserate beider Isoprene
durch die erhohte Aktivitdt des Enzyms. Die Temperaturerh6hung fiihrt dabei nicht
nur zu einer einfachen Erhéhung der Emission. Auf Grund des Temperatursprunges
gibt es ein kurzzeitiges "Uberschiefen" (ca. 20 min) der Emission. Die Plateau-

Temperatur von 53 Grad liegt schon iiber dem Optimum fiir die Isoprenproduktion, so
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dass der steady-state-Wert der Emission des deuterierten Isoprens unter dem fiir 37
Grad liegt.Schliefslich ndhern sich die gemessenen Konzentrationen durch Reduktion
der Temperatur und durch das Ausschalten des Lichts dem Nullwert an. Die Mengen
des undeuterierten Isoprens fallen schneller, da mangels Photosynthese bei der

Temperatur kein DOX mehr nachgeliefert wird.
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Abb. 93: Test der Funktionstlichtigkeit des neuen PA-Spektrometers

Das Experiment zeigt deutlich die korrekte Funktion des neuen Versuchsaufbaus in
Bezug auf Verhalten nach Deutero-DOX-Zugabe, Temperatur- und Lichtempfindlich-
keit. Damit steht nun eine neue moderne Methode zur Verfiigung, um die Emission
von Isopren und die sie beeinflussenden Faktoren mit sehr grofser Empfindlichkeit

(<1 ppm) zu untersuchen.
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4 Zusammenfassung

Es wurde ein Photoaffinititsmarker zur Identifikation von potentiellen
Bindeproteinen oder Rezeptoren von Coronatin entwickelt und synthetisiert (Abb.

94).

1.) H,, Pd/C
2)) HNO3, H,S0,
HOOC HOOC
COCH COOH
1.) H,, Pd/C
2.) AcCl, EtZO \[( AICI3/NaCI \[(
HOOC
COOH COOH
@)
N3
1.) HCl,q, Reflux
2.) NaNO; 5q, NaNj3 44
3.) lleMe*HCI, HOBt, DCC 40
@) NH
0]
OMe =

Abb. 94: Darstellung des Photoaffinitdtsmarkers 6-Azido-Indanoyl-Isoleucinmethylester (40)

Der Elicitor 40 zeigt in zahlreichen Bioassays eine grofie biologische Aktivitat, die

der des Coronatins weitgehend analog ist (Tab. 2).

Um die Wirksamkeit der photolabilen Azidofunktion fiir die Photoaffinitats-
markierung zu iiberpriifen, wurde der Zerfall des Markers nach Bestrahlung mit
UV-Licht studiert und als Reaktion erster Ordnung nachgewiesen. Die reaktive
Spezies wurde mit Diisopropylamin abgefangen und zeigte eine intensive
Fluoreszenz. Das Azid bindet nach UV-Bestrahlung an Myoglobin und bildet

wiederum ein stark fluoreszentes Azepinderivat aus.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Verbindung 40 ein grofies Potential als Werkzeug

fir die Photoaffinititsmarkierung hat. Durch die zum Coronatin analoge
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biologische Aktivitit ist weitestgehend sichergestellt, dass eine Wechselwirkung mit

denselben Rezeptoren oder Bindeproteinen stattfindet.

Literatur: Schiiler G, Wasternack C, Boland W. , Synthesis of 6-azido-1-oxo-indan-4-
oyl isoleucine; a photoaffinity approach to plant signaling.” Tetrahedron 1999;
55(13):3897-3904.

Bioassay /Elicitor JA Coronatin 40 57
Duftproduktion "

(Limabohne) + +++ ++ +++
Rankenkriimmung / ++/
(Zaunriibe) —/+ T+t T+ +++
Glyceollinproduktion

(Sojabohne) + +++ ++ +++
Nikotinproduktion b b

(Tabak) +++ n.b. n.b. +++
Benzo[c]phenanthridine (MeJA) . b

(E. californica) ++ ++ n.b- T+
JIP 23 Genexpression . b

(Gerste) n-b- + +++

Tab. 2: Vereinfachte Darstellung der biologischen Aktivitat der Elicitoren in verschiedenen

Bioassays (-: keine Aktivitat, +++: sehr starke Aktivitat)

Coronatin ist ein wichtiger, aber schwer zuganglicher Elicitor zum Studium des
pflanzlichen Sekundarmetabolismus. Der 6-Ethyl-Indanoyl-Isoleucinmethylester
(57) wurde als synthetisch leicht darstellbares und biologisch hochaktives Analogon
des Phytotoxins dargestellt. Die neue Synthese (Abb. 95) ist einfach, effektiv, fiir
grofiere Mengen geeignet und hat sehr kostengiinstige Edukte (Acetylchlorid und

Terpentinersatz). Der neue Elicitor erweist sich als biologisch hochaktiv (Tab. 2).

Neben seiner wissenschaftlichen Nutzbarkeit zur Untersuchung des pflanzlichen
Sekundarstoffwechsels hat der Elicitor 57 auch wirtschaftliche Einsatzmoglichkeiten

bei der Produktion von Wertstoffen (z.B. Taxol™) aus Pflanzen und Zellkulturen.

Literatur: Schiiler G., Gorls H., Boland W. ,6-Substituted Indanoyl Isoleucine
Conjugates Mimic the Biological Activity of Coronatine” Eu. J. Org. Chem. 2001, in

press
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Abb. 95: Darstellung des Coronatinanalogons 6-Ethyl-Indanoyl-Isoleucinmethylester (57)

* Anhand der beiden Verbindungen 40, 57 und anderer Indanoyl-Konjugate wurde
der Einfluss eines Substituenten an 6-Position auf die biologische Wirkung beim

Duftbioassay an der Limabohne studiert.

* In einem gemeinsamen Projekt mit Thomas Krumm und Jiirgen Engelberth wurde
eine neue einfache Quantifizierungsmethode fiir die 12-Oxophytodiensdure aus
pflanzlichen Proben auf HPLC-Basis entwickelt. Mit dieser wurde der Einfluss der
exogen als Aspirin zugegebenen Salicylsdure auf den Octadecanoidweg gemessen.
Es konnte gezeigt werden, dass bei den mit Salicylsdure vorinkubierten Blattern der
Abbau von OPDA zu JA inhibiert wird. Damit wurde ein weiterer wichtiger Beitrag

zur Aufklarung des ,Crosstalks” zwischen den pflanzlichen Signalwegen geleistet.

Literatur: Engelberth J, Koch T, Schiiler G, Bachmann N, Rechtenbach ], Boland W.
,Cross-Talk between Jasmonate- and Salicylate Signaling in the Limabean.” Plant

Physiol. 2001, 125:369-377

* Die Entwicklung einer neuen hochsensitiven und apparativ wenig aufwendigen
Analysemethode fiir organische Sduren wurde fiir das System der pflanzlichen
Signalstoffe entwickelt. Durch die Derivatisierung (Abb. 96) von Carboxylgruppen
als Pyrenylester wurden Substanzen wie Jasmonsdure, OPDA und Fettsdauren leicht
tiber ihre Fluoreszenz detektier- und quantifizierbar. Die Auftrennung der
vorgereinigten Proben erfolgt iiber HPLC. Die durchgefiihrten Messungen zeigen

das Potential dieser Methode und eroffnen eine Reihe von
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Verbesserungsmoglichkeiten, um das ganze Spektrum der pflanzlichen Signalstoffe

kiinftig mit einem HPLC-Lauf zu bestimmen.

Abb. 96: Fluoreszenzmarkierung von JA (20) durch PDAM (82)

* Die Bedeutung von Isopren als Atmosphdrengas mit einem grofien Beitrag zum
Treibhauseffekt und seine Emission als Produkt im pflanzlichen Sekundarstoff-
wechsel machen die Entwicklung neuer Methoden zur zeitgleichen Spurengas-
analyse interessant. In Zusammenarbeit mit Frank Kiihnemann wurde ein System

fiir die Photoakustikspektroskopie von Isopren entwickelt.

Literatur: Dahnke H, Kahl J, Schiiler G, Boland W, Urban W, Kithnemann F. ,On-
line monitoring of biogenic isoprene emissions using photoacoustic spectroscopy.”

Applied Physics B Lasers & Optics 2000;70(2):275-280.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Materialien, Gerate und Methoden

51.1 Gerate

NMR-Spektrometer
Massenspektrometer
IR-Spektrometer
UV-Spektrometer
Fluoreszenz-Spektrometer
Elementaranalyse
Kristallstruktur
Schmelzpunkte

GC-MS

HPLC

Analytische DCs

Preparative DCs

Strippingpumpen

HPLC-MS

MALDI-TOF-MS

Bruker Avance DRX 500

Micromass MasSpec 2

Bruker Equinox 55 FTIR Spektrophotometer
Perkin-Elmer Lambda 2 Spektrometer
JASCO FP-750

Elementar Vario EL

Nonius KappaCCD Diffraktometer

Biichi B-540

Finnigan GCQ

Kontron 525 Pumpe, 560 Autosampler, 440 Dioden-
Array-Detektor, JASCO FP-1520 Fluoreszenz-
detektor

PSC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fzsi, Firma Merck,
Schichtdicke 2 mm

Kieselgel 60 der Firma Merck, Kérnung 60-100 pm

Miniaturdrehschieberpumpen der Firma Fiirgut,
88139 Aitrach, Nennspannung 12 V, Betriebsspan-
nung 9-10 V

Finnigan LCQ

Micromass TofSpec 2E
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5.1.2 Materialien und Methoden

Chemikalien

Alle Chemikalien, sofern nicht anders angegeben, sind kommerziell erhaltlich.

CAMPRO,

12-Oxophytodiensaure (OPDA, 18) Berlin Deutschland

Molecular Probes,

1-Pyrenyldiazomethan (82) Leiden Niederlande

Coronatin und CFA habe ich freundlicherweise von Dr. Matthias Ullrich und Dr. Ina
Budde vom MPI fiir terrestrische Mikrobiologie erhalten bzw. selber aus P. syringae

gewonnen.

Pflanzen

Limabohne: Phaseolus lunatus Ferry Morse var. ,Jackson Wonder Bush”: BASF AG und
Kellogs Seeds Inc., USA.

Zaunriibe: Bryonia dioica wurde in der Umgebung des Instituts gesammelt.

Bakterien
Pseudomonas syringae pv. glycinae habe ich von Dr. Matthias Ullrich vom MPI fiir

terrestrische Mikrobiologie erhalten.

Bezeichnung Charakteristika Quelle
PG4180 (Wildtyp) | COR+, CMA*+, CFA+ 113
PG4180.D4 Kmr: COR-, CMA-, CFA- | 113
PG4180.615 Kmr: COR-, CMA-, CFA+ | Ullrich,
MPI Marburg
Medien

a) KB-Medium (Vollmedium zur Anzucht von Pseudomonas syringae)

King’s B Medium!14

20,0 g Pepton
1,5g KHPO,
1,5g MgSOsx 6 HO
10,0 ml  Glycerin
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ad 1 1 HZOdemin.
pH 7,2

b) HSC-Medium (Minimalmedien zur Anzucht von Pseudomonas syringae)

Hointink-Sinden-Medium optimiert fiir Coronatin-Synthese!!3
Teil A:

1,0g NH4Cl
02g MgSOsx 6 HO
41¢g KHHPO4
36 g KHPO4
0,3g KNO;
10,0 ml FeCl; 2mM)
ad 0,91 H>Odemin.
pH 6,8
Teil B:

20,0 g Glukose
ad 0,1 | HZOdemin.
Die Losungen wurden separat autoklaviert und vor dem Gebrauch im Verhiltnis 9:1

gemischt.

Methoden und Versuchsbedingungen

a) Allgemeine Anzuchtbedingungen der Versuchspflanzen

Die Pflanzenanzucht von P. lunatus Ferry Morse var. Jackson Wonder Bush erfolgte in
handelsiiblicher Anzuchterde, die vor Gebrauch 3 Minuten bei 900 W in der
Mikrowelle sterilisiert wurde. Die Temperatur schwankte zwischen 22 und 26° C, bei
einer Luftfeuchtigkeit von 70-80%. Die Photophase betrug 14 Stunden mit
Leuchtstoffrohren (270 HE m2 s). Jeweils 2 Samen wurden in einem Plastiktopf (O =

5.5 cm) 10-15 Tage angezogen, bis sie zwei voll entwickelte Priméarblatter hatten.

b)  Wachstum von Pseudomonas syringae

Wir erhielten ausgestrichene P. syringae-Zellen auf MG-Agarplatten und inkubierten
diese vier Tage bei 28 °C. Von den frisch gewachsenen Kolonien wurden
Fliissigkulturen (HSC, KB) angeimpft. Die Kulturen wurden bei 18 oder 28 °C in einem
Brutschrank mit integriertem Schiittler bei 280 Upm inkubiert. Kulturen bis 10 mL
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wurden in Reagenzglasern mit einer Neigung von 45° und grofiere Volumina (100-200

mL) in 1 I-Erlenmeyerkolben herangezogen.

c) Isolation von Coronafacoyl-Komponenten

Die Extraktion organischer Sauren aus zellfreien Kulturiiberstanden erfolgte nach einer
Methode von Palmer und Bender.!’3 Zur Isolation grofier Mengen Coronafacinsaure
(29) und Coronatin (28) wurden P. syringae Kulturen fiir 5 Tage bei 18 °C in HSC-
Medium inkubiert. Die Extraktion der Coronafacoyl-Komponenten erfolgte mit
Ethylacetat aus 1 1 Kulturiiberstand im Leichtphasenextraktor. CFA und COR wurden
anschlieffend durch Dickschichtchromatographie nach einem Protokoll von Mitchell
aufgereinigt.!’> Als Laufmittel diente dabei ein Isopropanol/ Essigsdure/ Wasser/
Ethylacetat (8:1:1:390) Gemisch. Die Detektion von CFA und COR erfolgte unter UV-
Licht bei 365 nm. Die entsprechenden Banden CFA (Rf = 0,6) und COR (Rf = 0,28)
wurden vorsichtig herausgekratzt. Die Silica-Partikel wurden fiir mindestens 1 h in
Ethylacetat geschwenkt. Schliefllich wurden die Silica-Partikel abfiltriert, das
Ethylacetat bei 65 °C verdampft und die verbleibenden Pellets in jeweils 1 ml H20
resuspendiert. Die aufgereinigten Coronafacoyl-Komponenten wurden bei 4 °C

gelagert.

d)  Ansetzen von Testldsungen fir verschiedene Bioassays

Die Testlosung wurde angesetzt, indem der Elicitor in 10 pl DMSO vorgel6st und diese
Losung dann mit 10 ml Leitungswasser verdiinnt wurde. Dabei ist es wichtig, bei den
schwerloslichen Verbindungen die DMSO-Losung in eine stark rithrende Losung
tropfen zu lassen, da die Verbindung ansonsten sofort wieder ausfillt. Eine Testlosung

mit 0,1% DMSO zeigte keine biologische Wirkung

e) Duftbioassay an Phaseolus lunatus

Pflanzen von P. lunatus mit zwei voll entwickelten Priméarbldattern wurden mit einer
Rasierklinge 3 cm unterhalb der Blattansdtze abgeschnitten und sofort in
Eppendorfgefafie mit der Testlosung (2 ml) transferiert. Wahlweise kann man auch
sehr geringe Volumina der Elicitorlosungen in die Gefdfle geben und nach der

Aufnahme durch die Pflanzen mit Leitungswasser auffiillen.
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Je eine Pflanze wird in ihrer Losung in einen geschlossenen Exsikkator gestellt und
dort fiir 24 h bei 25 °C gehalten, wobei wahrend der ersten 8 Stunden belichtet wurde,

gefolgt von 8 Stunden Dunkelheit und weiteren 8 Stunden Licht.

Aktivkohle-
filter

Abb. 97: Schema des ,closed-loop“-Verfahrens zum Sammeln von Pflanzendiiften

Die Dulftstoffe, die von den Pflanzen in den ndchsten 24 Stunden abgegeben werden,
werden durch kontinuierliches Pumpen der Luft im Exsikkator iiber einen
Aktivkohlefilter (1 mg Aktivkohle, CLSA-Filter, Le Ruisseau de Montbrun, F-09350
Daumazan sur Arize, Frankreich) im sogenannten ,closed-loop”-Verfahren (Abb. 97)
gesammelt.'’® Nach der Eluation der Duftstoffe vom Aktivkohlefilter mit 40 pl einer
Dichlormethanlésung mit internem Standard (50 pM Bromdecan in Dichlormethan)
werden die Extrakte per GS/MS vermessen. GC-Bedingungen: DB5 (0,25 um x 30 m x
0,25 mm). Helium dient mit 40 cm min! als Trdgergas. Die Trennung der
Verbindungen erfolgte unter programmierten Bedingungen (50 °C fiir 2 min, dann
10 °C min? bis 200 °C, dann mit 35 °C min? bis 280 °C). MS: Finnigan GCQ, GC-
Interface bei 265 °C, Messbreite 35-450 Da. Die einzelnen Verbindungen wurden iiber
ihre Peakflichen im Chromatogramm im Verhéltnis zum internen Standard

quantifiziert. Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt.

f)  Rankenkrimmungsassay an Bryonia dioica

Um die Fahigkeit der Verbindungen zu testen, Rankenkriimmung bei Bryonia dioica zu
induzieren, wurden die jlingsten und bestentwickelten Ranken abgeschnitten und
direkt in ein Eppendorfgefaff mit 2 ml der Testlosung (s.o.) iiberfiihrt. Die Starke der
Rankenkriimmung wurde iiber einen Zeitraum von 24 h verfolgt und auf einer Skala

von 0 (keine Kriimmung) bis +++ (vollstindige Spiralisierung) charakterisiert.’
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g) Reaktion des Azids 40 mit Myoglobin

Eine Losung des Azids 40 (4 mg, 11,6 pmol) in Wasser (10 ml) wird mit 50 pl einer
Losung aus Myoglobin (ca. 24 nmol) und Wasser (0,4 mg in 0,1 ml) vermischt und mit
UV-Licht (254 nm, 6W) fiir 20 min bestrahlt. Das Wasser wird in vacuo entfernt und der
resultierende braune Feststoff wird per MALDI-TOF analysiert. Trypsinogen (Bovine)
und Cytochrome C (Equine) werden als interne Standards hinzugefiigt. Sinapininsaure

dient als Matrix.

h) HPLC-Untersuchung des ,markierten* Myoglobins

Die Probe wurde in einer Konzentration von 1pmol/pl im Laufmittel
(Wasser:Acetonitril 9:1) gelost. Die Chromatographie besteht aus einer RP-HPLC Saule
C4 Nucleosil-300/5. Als Laufmittel sind Wasser (A) und Acetonitril (B) mit jeweils
0,1% Trifluoressigsdaure versetzt. Es wird ein Gradient benutzt, ausgehend von 90% A

auf 60% A in 45 min.

Gemessen wird mit einem UV-Detektor bei 214 nm und einem Fluoreszenzdetektor
mit einer Anregungswellenlinge bei 375 nm und einer Detektion bei 486 nm. LCQ-

Quelle: ESIL

i) Quantifizierung endogener OPDA

Blatter von P. lunatus (1,0 g Gewebe) wurden eingefroren und unter fliissigem
Stickstoff gemorsert. Das resultierende Pulver wurde zweimal mit 25 ml Peroxid-
freiem Diethylether extrahiert. Mit den vereinigten Extrakten wurde eine Festphasen-
extraktionskartusche (500 mg Absorbens, Aminopropyl, Varian, Darmstadt) beladen.
Die Kartuschen wurden mit 5ml einer Ldsungsmittelmischung aus
Chloroform:Isopropanol (2:1, v/v) gewaschen und die gebundene OPDA mit 10 ml
Diethylether:Essigsaure (98:2, v/v) eluiert. Nach dem Verdampfen der Losungsmittel
wurde der Riickstand in 100 pl Methanol aufgenommen. Ein Aliquot von 60 pl wurde
mittels HPLC analysiert (Kontron System, Autosample 560, Pumpe 525, DAD 440,
Saule CC250/4 Nucleosil 100-5 C18 (Macherey Nagel, Diiren), Flussrate 1ml min-!, UV-
Detektion bei 221 nm). Mobile Phase: Acetonitril (+0,1% TFA) und Wasser (+0,2% TFA)
wurden in einem bindren Gradient zur Chromatographie benutzt (40% CH;CN
(5 min), 50% (20 min), 60% (55 min), 98% CH3CN (5 min); RT(OPDA) = 17,5 min). Die
Quantifizierung der OPDA erfolgte iiber den Vergleich der Peakflichen mit denen

einer Eichgerade, die unabhiangig mit kommerziell erhiltlicher OPDA erstellt wurde.
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)] Fluoreszenzdetektion von JA und anderen organischen S&uren aus
Pflanzenproben

PDAM (82) wurde in Chloroform:Methanol (v:v 3:1) mit 1 mg/ml vorgeldst. Die

gelosten Pflanzenextrakte (100 ul Methanol) wurden in GC-Vials (1 ml) mit 100 pl der

PDAM-L6sung versetzt. Die Proben wurden danach 30 min bei RT geschiittelt. Die

Reaktion verlduft quantitativ. Um den Uberschuss an Reagenz abzufangen, gibt man

20 pl Essigsaure zu und schiittelt weitere 10 min.

Die Chromatographie erfolgt durch reversed-phase HPLC an einer C8 Saule mit einem
Gradienten aus Wasser und Actonitril mit einem Fluss von 1,2 ml/min: 55%(MeCN)
bei 0 min, 60% 1 min, 65% 46 min, 100% 56 min, 100% 70 min. Die Detektion bei 395 nm

erfolgt mit einem Fluoreszenzdetektor und einer Anregungswellenlange von 340 nm.
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5.2 Synthesen

3-(2-Carboxyphenyl)propansaure

Zu einer Losung von 5g (26 mmol) 3-(2-Carboxyphenyl)-
propensdure in 100 ml 0,6 N Natronlauge gibt man 0,5 ¢
Palladium-Aktivkohle-Katalysator (10%) und lasst 48 h bei

43

HOOC
RT unter H-Atmosphidre rithren. Nach Abfiltrieren des COOH

Katalysators wird mit 6 N Salzsdure auf pH 1-2 eingestellt

und das ausgefallene Reaktionsprodukt abgesaugt. In Losung verbliebenes Produkt
wird durch dreimaliges Extrahieren des Filtrats mit je 30ml Diethylether,
anschlielendes Trocknen der vereinigten Phasen tiber Na,SOs und Entfernen des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer gewonnen. Der Katalysator kann nach
Waschen mit Wasser und Trocknen an der Luft ohne merklichen Aktivitdtsverlust

wiederverwendet werden.

Ausbeute: 4,87 g (25,1 mmol, 96,5 %)

IH-NMR (DMSO-ds) & [ppml: 2,5 (t, 2H, 2-CH>); 3,1 (t, 2H, 3-CH); 7,3-7,4 (m, 2H, 7-
CH, 9-CH); 7,45 (dd, 1H, 8-CH); 7,8 (d, 1H, 6-CH); 12,5 (s, 2H,
COOH)

13C-NMR (DMSO-ds) 8 [ppm]: 29,1 (3-C); 35,3 (2-C); 126,3 (7-C); 130,3 (5-C); 130,5 (8-
C); 130,8 (9-C); 131,8 (6-C); 141,8 (4-C); 168,8 (10-C) 173,8 (1-C)

IR v [emt]: 2947 (CHaiipn.); 2562 (OH); 1690 (w, C=0); 1311 (s);
1277 (s); 937 (s)

MS: m/z (%): 194 (M+, 1); 174 (45); 148 (100); 131 (30); 102 (20); 77
(28)

2-(2-Carboxyethyl)-5-nitrobenzoeséaure NO
2

48

Eine Mischung aus rauchender Salpetersdure (1,1g,
HOOC

0,33mol) und konzentrierter Schwefelsaure (2 g) wird COOH

tropfenweise unter Riithren zu einer eisgekiihlten
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Losung von 3-(2-Carboxyphenyl)propansaure (43) (5 g, 25,8 mmol) in konzentrierter
Schwefelsaure (17 g) gegeben. Nach 2 Stunden Riihren gibt man die Mischung auf Eis.
Das Produkt féllt aus und kann nach dem Abfiltrieren und griindlichem Waschen aus
Wasser umkristallisiert werden. Es bilden sich schwach gelbe Pldttchen (Schmelzpunkt
180-182 °C).

Ausbeute: 5,01 g (20,9 mmol, 81,2 %)

IH-NMR (DMSO-d¢) & 2,6 (t, 2H, 2-CHy); 3,25 (t, 2H, 3-CH.); 7,65 (d, 1H, 9-CH);
8,30 (dd, 1H, 8-CH); 8,55 (d, 1H, 6-CH), 12,93 (s, 2H, COOH)

1BC-NMR (DMSO-ds) & 28,8 (3-C); 34,5 (2-C); 124,9 (6-C); 125,9 (8-C); 131,6 (5-C);
132,4 (9-C); 145,7 (4-C); 149,6 (7-C); 166,7 (10-C); 173,3 (1-C)

IR v [em1]: 3065 (CHarom); 2640 (OH); 1697 (C=0); 1520 (NO,, s);
1351 (NOy, s); 913 (s)

MS: m/z (%): 239,1 (M*, 2); 221,0 (20); 193,0 (100); 176,1 (12); 130
(10); 91 (11); 77 (13)

5-Amino-2-(2-carboxy-ethyl)-benzoeséaure

5-Nitro-2-(2-carboxy-ethyl)-benzoesaure (48) (2.0 g, 8.6

mmol) wird in wassriger Natriumhydroxidlosung (0.6 M, 49 NH,

75 ml) unter atmosphidrischem Druck mit Pd/C (10%, HOOC
0.10 g) als Katalysator hydriert. Nach 18 stiindigem COOH
Riihren wird der Katalysator durch Filtration entfernt

und die Losung vorsichtig mit konzentrierter Salzsdure neutralisiert. Die

Aminoverbindung féllt nach einiger Zeit aus und wird abfiltriert. Durch

Umkristallisieren aus Wasser erhdlt man farblose Nadeln (Schmelzpunkt 200-202 °C).

Ausbeute: 3,28 g (15,7 mmol, 83 %)

IH-NMR (DMSO-de) & [ppm]: 2,4 (t, 2H, 2-CH.); 2,95 (t, 2H, 3-CH.); 6,65 (dd, 1H, 8-
CH); 6,95 (d, 1H, 6-CH); 7,05 (d, 1H, 9-CH)

13C-NMR (DMSO-des) 3 [ppm]: 28,3 (3-C); 35,9 (2-C); 115,4 (8-C); 117,2 (6-C); 128,4 (9-
C); 130,4 (5-C); 131,2 (4-C); 146,7 (7-C); 169,0 (10-C); 174,0 (1-C)
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IR v [em1]: 2947 (CHarom); 2653 (OH); 1693 (C=0); 1600 (NH);
1575 (s); 1311 (m); 1277 (s); 1216 (C-N); 937 (s); 752 (s)

MS: m/z (%): 209,0 (M+, 40); 163,1 (50); 150,1 (100); 94 (17); 77,1 (9)
5-Acetylamino-2-(2-carboxy-ethyl)-benzoesdure

5-Amino-2-(2-carboxy-ethyl)-benzoesaure (49) (1,47 g,

7mmol) wird in Diethylether (20 ml) wund H
Triethylamin (2.0 ml) suspendiert. Wahrend die 50 TO(
Mischung bei 0°C geriihrt wird, gibt man langsam HOOC

COOH

Acetylchlorid (0.60 ml, 8.6 mmol) zu. Nach einer
weiteren Stunde Riihren bei 0 °C ldsst man die Reaktionsmischung auf r.t. erwdrmen
und riihrt fiir weitere 30 min. Der farblose Feststoff wird abfiltriert, mit Wasser

gewaschen (3 x 5.0 ml) und getrocknet.

Ausbeute: 1.50 g (85%). Fp.: 119-122 °C.

IHNMR (DMSO-de) ~ &: 2,09 (s, 3H-CHs); 2,53 (t, J=7,6, 2H-C(2)); 3,11 (t, J= 7,6, 2H-
C(1"); 7,30 (d, 1H-C(3)); 7,71 (d, 1H-C(4)); 8,09 (s, 1H-C(6));
10,06 (s, NH)

13C NMR (DMSO-dg) ~ &: 23,9 (Me), 28,6 (C-1"), 354 (C-2), 120,8 (C-6), 122,2 (C-4),
130,4 (C-3), 131,1 (C-1), 136,3 (C-2), 137,5 (C-5), 168,4 (CONH),
170,6 (Ar-COOH), 173,8 (COOH)

IR (KBr): v =3301, 2976, 2677, 2491, 1731, 1704, 1630, 1606, 1552, 1504,
1414, 1394, 1291, 1260, 899, 827 cm!

MS (70 eV): 251(M+*, 14), 233(7), 205(45), 163(65), 150(100), 146(11), 118(7),
94(12), 77(10)
HR-MS: m/z berech. fiir C12H13NOs: 251,0794, gemessen: 251,0787.

6-Acetylamino-1-oxo-indan-4-carbonsaure

5-Acetylamino-2-(2-carboxy-ethyl)-benzoesaure (50) (1,40 g, 4,5 o
H

mmol) wird intensiv mit wasserfreiem Aluminiumtrichlorid N\[(

(20,0 g) und Natriumchlorid (3,0 g) vermischt. Die Mischung o)

51
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wird fiir 2 Stunden auf =140 °C erhitzt. Die erhaltene dunkle und zihfliissige Masse
wird dabei ab und zu geriihrt. Nach Abkiihlen wird der Komplex mit Eiswasser
(10 ml) und 6N Salzsaure (30 ml) hydrolysiert und mehrere Stunden bei RT geriihrt.

Der Feststoff wird abfiltriert, griindlich mit Wasser gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 1,0 g (77 %)

IHNMR (DMSO-de) ~ &: 2,06 (s, 3H-CHz); 2,63 (m, 2H-C(3)); 3,29 (m, 2H-C(2)); 8,17
(s, TH-C(5)); 8,34 (s, 1TH-C(7)); 10,4 (s, 1H-NH), 13,2 (s br, 1H-
COOH)

13C NMR (DMSO-ds) & 23,9 (CHs), 26,4 (C-3), 36,0 (C-2), 116,1 (C-6), 126,8 (C-4),
129,0 (C-7a), 1384 (C-5), 138,9 (C-7), 150,5 (C-3a), 166,6
(COOH), 168,7 (CONH) and 205,8 (C-1)

IR (KBr): v =3295, 2920, 2595, 1718, 1690, 1653, 1609, 1545, 1479, 1430,
1373, 1305, 1231, 1206, 1141, 897, 714 cm!

MS (70 eV): 233(M+*, 50), 191(100), 163(11), 146(45), 135(10), 106(9), 89(8)
HR-MS: m/z berech. fiir C12H11NOa: 233,0688, gemessen: 233,0686.
6-Azido-1-oxo-indan-4-carbonsaure

Eine Suspension aus 6-Acetylamino-1-oxo-indan-4-carbonsdure

(51) (0,90 g, 3,9 mmol) in 6N Salzsaure (5,0 ml) wird 2 Stunden N3
unter Argon refluxiert. Nach dem Entfernen der Salzsdure im

Vakuum wird der Riickstand in Fluoroborsaure (3,0 ml, 50%-soln.) 41 CooH
suspendiert. Die gekiihlte und gut geriihrte Mischung wird

langsam mit einer Losung (0,60 ml) von Natriumnitrit in Wasser (0,50 g / ml) versetzt.
Der erhaltene Feststoff wird abfiltriert und wieder in Wasser (2,0 ml) gelost. Zu dieser
Losung tropft man unter Riihren eine Losung von Natriumazid (0,30 g) in Wasser

(0,60 ml). Der erhaltene gelbe Feststoff wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und
getrocknet.

Ausbeute: 0,66 g (78%). Fp.: 175-177 °C (decomp.)

IHNMR (DMSO-de) & 2,47 (t, 2H-C(3)), 3,07 (t, 2H-C(2)), 7,43 (s, 1TH-C(5)), 7,73 (s;
1H-C(7))
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13C NMR (DMSO-dg) & 27,4 (C-3), 37,0 (C-2), 117,4 (C-6), 127,3 (C-4), 131,2 (C-8),
140,3 (C-5), 1404 (C-7), 1534 (C-9), 166,9 (COOH) and 206,0
(C-1)

IR (KBr): v = 3066, 2979, 2935, 2127 (Ns), 1725, 1696, 1609, 1482, 1420,
1311, 1238, 1169 cm-?

MS (70 eV): 217(M+, 20), 189 (100), 161(22), 133(22), 116(11), 105 (15),
89(28), 63(23)

HR-MS: m/z berech. fiir C1oH11NO4: 217,0487, gemessen: 217,0488.

2-[(6-Azido-1-ox0-indan-4-carbonyl)-amino]-3-methyl- o)

pentansduremethylester N3

Zu einer eisgekiihlten und gut geriihrten Losung aus 6-Azido- 40

1-oxo-indan-4-carbonsaure  (41) (0,10g, 0,4 mmol), L- (0] NH

Isoleucinmethylester Hydrochlorid (0,083 g), 4-Ethylmorpholin M eOOCJ\/\
(0,053 g) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) (0,115 g) in THF :

(5,0ml) gibt man unter Argonatmosphire langsam N,N’-dicyclohexylcarbodiimid
(DCC, 0,10 g). Man lasst die Losung fiir weitere 20 Stunden bei 0 °C riihren. Der
abgeschiedene Harnstoff wird durch Filtration entfernt und das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt. Der erhaltene dunkle Feststoff wird wieder in Essigsdureethylester
gelost (5,0 ml) und mit 2N Salzsaure (3 x 5,0 ml) und geséttigter Natriumhydrogen-
carbonatlosung (3 x 5,0 ml) gewaschen. Die organische Schicht wird mit Magnesium-

sulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum abdestilliert und das Produkt

chromatographisch an Silicagel (Essigsaureethylester : Hexan, 1:2, v/v) gereinigt.

Ausbeute: 0,110 g (82%). Fp.: 112-114 °C

IHNMR (DMSO-de) & 0,94 (t, J=7,4, 3H-C(5)), 0,98 (d, J=6,8, Me-C(3)), 1,34 (dq,
J=7,4 and 22,0, H-C(4)), 1,50-1,60 (m, H-C(4)), 1,96-2,03 (m, 1H-
C(3)), 2,74 (t, ]=5,7, 2H-C(2")), 3,21-3,33 (m, 2H-C(3")), 3,74 (s,
MeO-C(1)), 4,47 (t, 1H-C(2)), 7,47 (d, 15=2,1, 1TH-C(5")), 7,65 (d,
T15=2,1, 1H-C(7)), 8,86 (d, NH)
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13C NMR (DMSO-dg) & 11,0 (C-1), 15,5 (Me-3), 25,1 (C-4), 25,2 (C-3"), 35,9 (C-3), 36,2
(C-27), 51,7 (MeO-1), 57,1 (C-1), 1144 (C-6"), 124,4 (C-4'), 134,6
(C-7a’), 138,9 (C-5"), 139,2 (C-7’), 150,5 (C-3a’), 166,1 (CO-4"),

171,9 (C-1) 205,2 (C-1")

IR (KBr): v =2964, 2932, 2858, 2116 (Ns), 1746, 1728, 1707, 1636, 1523,

1465, 1340, 1311, 1235, 1197 cm!

MS (70 eV): 344(M+, 5), 316(35), 285(10), 256(100), 227(10), 200(25), 188(10),
171(30), 143(33), 116(12), 99(11), 89(9), 69(9)

HR-MS: m/z berech. fiir C17H>0N4O4: 344,1485, gemessen: 344,1489.

4-Diisopropylamino-6-ox0-3,6,7,8-tetrahydro-cyclopenta[d]azepino-1-yl-L-

Isoleucinmethylester

Eine Losung von 40 (5,88 mg, 17,0 umol) in THF (20 ml) wird
mit Diisopropylamin (228 pl, 1,63 mmol) versetzt und in einer
Quarzzelle (d=1cm) bei Raumtemperatur mit UV-Licht
(6 WDC-Lampe) bei 254 nm bestrahlt. Der Fortschritt der
Reaktion wird mittels DC (EE) verfolgt, bis kein Edukt mehr zu
sehen ist. Die DC zeigt bei Reaktionsende drei Produkte. Nach
dem Entfernen der Losungsmittel wird das Hauptprodukt (R =
0,43) durch Chromatographie an Silicagel (EE) gereinigt. Man

erhalt einen braunen Feststoff.

Ausbeute: ca. 3 mg (42%)

e} N

—

\ NH

e

IHNMR (DMSO-de) & 0,95(m, H-(CHs)), 0,98 (t, 3H-C(5)), 1,26 (m, H-CHs), 1,23
and 1,51 (m, H-C(4)), 1,97 (m, H-C(3)), 2,70 (t, H-C(7")), 3,27 (t,
H-C(8")), 3,77 (s, H-CH;0), 4,13 (dq, H-CH), 4,33 (m, H-NH),
4,71 (m, H-C(2)), 6,23 (d, H-NH), 7,11 (d, J=2,08, H-C(5")), 7,28

(d, J=2,08, H-C(2"))

13C NMR (DMSO-dg) & 11,6 (CHs-3), 15,6 (C-5), 25,3 (C-4), 25,5 (C-8), 36,3 (C-7),
38,2 (C-3), 52,1 (CH;0-1), 57,1 (C-2), 106,3 (C-4’), 110,7 (C-5),
120,8 (C-27), 143,2 (C-5a"), 150,4 (C-8a’), 164,7 (CO-1"), 168,6 (C-

1%), 172,7 (C-1), 206,0 (C-6")
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IR (KBr)

MS:

HR-MS:

2964, 2917, 2848, 1741, 1676, 1636, 1558, 1487, 1371, 1250, 1205,
1140, 1038 cm!

417(M+, 45), 374(100), 314(5), 273(15), 229(83), 189(13), 162(22),
134(11), 100(5)

m/z berech. fiir C23H3sN304: 417,2628, gemessen: 417,2622.

1-(7-Acetyl-5,6-dihydro-naphthalen-2-yl)-ethanon

Acetylchlorid (19 g) wird langsam zu einer Suspension

O O

aus Aluminiumtrichlorid (43 g) in Ethylendichlorid

(20ml) getropft.

Zu dieser Mischung tropft man OO 62

vorsichtig bei r.t. eine Losung von Tetralin (10g,

75,6 mmol) in Ethylendichlorid (8 ml). Wenn die heftige Reaktion beendet ist, entfernt

man das Losungsmittel vorsichtig im Vakuum. Der Riickstand wird 2 Stunden auf

100 °C erhitzt. Das Diketon erhalt man durch Destillation (190-200° C /8*10-3 bar). Die

zunachst sehr zdhfliissige Masse wird nach lingerem Stehen zu einem hellgelben

Feststoff.

(Ausbeute: 5,1 g, 23,8 mmol, 31 %)

1IH NMR (CDCL):

13C NMR (CDCly):

IR (KBr):

MS (70 eV);

HR MS [M+]:

5=2,36 (s, 3 H), 2,50 — 2,55 (m, 5 H), 2,80 (t, 2 H), 7,20 (d, 1 H),
7,35 (s, 1 H), 7,74 (s, 1 H), 7,76 (d, 1 H).

& = 20,5 (CHs), 252 (CHa), 264 (CH,), 27,5 (CH,), 127,9
(CHarom), 128,1 (CHarom), 129,6 (CHarom), 132,8 (C=C), 1359
(Carom), 136,0 (Carom), 138,8 (C=C), 142,8 (Cazom), 197,1 (COOH),
198,1 (COOH).

v = 3053, 3004, 2954, 2894, 2839, 1682, 1657, 1622, 1592, 1411,
1386, 1354,1285, 1205, 833

m/z (%): 214 (100) [M+], 199 (80), 171 (82), 156(11), 141 (7), 128
(50).

berech. 214,0994; gemessen: 214,0990
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5-Acetyl-2-(2-carboxy-ethyl)-benzoesaure

Man gibt Ethylendichlorid zum 1-(7-Acetyl-5,6-dihydro-

naphthalen-2-yl)-ethanon (62) (4,5g, 21 mmol), bis es Q
vollstandig gelost ist. Diese Losung tropft man zu einer 64

eiskalten wassrigen Kaliumpermanganat-Losung (9g in  HOOC

225 ml) und lasst 3 Stunden riihren. Nach der Zugabe von COOH

4 g Natriumhydroxid wartet man 10 min und filtriert dann den gebildeten Braunstein
ab. Nach dem Ansduern mit Salzsaure auf pH 2 fallt das Produkt als farbloser Feststoff

aus und wird abfiltriert. Umkristallisation aus Wasser ergibt das reine Produkt.

(Ausbeute: 3,1 g, 13,1 mmol, 62 %)

IHNMR (DMSO-de): & =2,55 (t, ] = 7,7 Hz, 2 H), 2,59 (s, 3H), 3,21 (t, ] = 7,7 Hz, 2
H), 7,50 (d, ] = 8,2 Hz, 1 H), 8,03 (d, ] = 8,2 Hz, 1 H), 8,33 (s,
1H), 12,66 ().

13C NMR (DMSO-dg): & = 26,7 (CHa), 29,1 (CHa), 34,9 (CHs), 129,9 (CHarom), 130,9
(Carom-COOH), 131,2 (CHarom), 131,3 (CHarom), 135,0 (CHarom-
COCHs), 147,1 (Carom), 168,0 (COOH), 173,5 (COOH), 197,0
(C=0).

IR (KBr): v = 3079, 3000, 2931, 1717, 1695, 1656, 1603, 1429, 1359, 1289,
1193, 1071, 835, 660 cm1.

MS (70 eV); m/z (%): 236 (11) [M+], 221 (56), 218 (82), 203 (21), 190 (97), 175 (100), 147
(21), 91 (34), 77 (33), 65 (17).

HR MS [M+]: berech. 236,0685; gemessen: 236,0688.
2-(2-Carboxy-ethyl)-5-ethyl-benzoesaure

Eine Mischung aus 64 (3 g, 12,7 mmol), Hydrazinhydrat

(98 %, 2 ml), fein gepulvertem Kaliumhydroxid (3 g) und 65
Triethylenglycol (75ml) wurde 2 Stunden refluxiert. HOOC

Hydrazin und Wasser werden durch Destillation COOH
entfernt, bis die Temperatur der Reaktionsmischung bei 195°C bleibt. Diese

Temperatur wird fiir weitere 4 Stunden gehalten. Nachdem die Reaktionsmischung
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auf r.t. abgekiihlt ist, gibt man das gleiche Volumen Wasser zu und sduert mit wenig
konzentrierter Salzsdure an. Das Produkt wird mit Diethylether extrahiert. Nach
Umbkristallisation aus Wasser erhélt man das reine Produkt als farblosen Feststoff (Fp

174 °C).

(Ausbeute: 2,5 g, 11,3 mmol, 89 %)

IHNMR (DSMO-de):  8=1,17 (t,] = 7,6 Hz, 3 H), 2,50 (t, ] = 7,8 Hz, 2 H), 2,60 (q, ] =
7,6 Hz, 2 H), 3,11 (t, ] = 7,8 Hz, 2 H), 7,25 (d, ] = 7,8 Hz, 1 H),
731(d,] =7,8Hz, 1 H),7,65 (s, 1H), 12,45 (s).

13C NMR (DMSO-dg): & = 15,4 (CH3), 27,5 (CHb), 28,8 (CH,), 35,4 (CH,-COOH), 129,5
(CHarom), 130,3 (Carom-COOH), 130,8 (CHarom), 131,2 (CHarom),
139,1 (CHarom-C2H5), 141,7 (Carom), 168,8 (COOH), 173,38

(COOH).

IR (KBr): v = 3031, 2967, 2933, 2638, 1688, 1403, 1305, 1275, 1211, 907, 828
cml,

MS (70 eV): m/z (%): 222 (3) [M+], 204 (29), 176 (100), 159 (16), 148 (9).

HR MS [M+]: berech. 222,0892; gemessen: 222,0885.

6-Ethyl-1-oxo-indan-4-carboxylic acid

2-(2-Carboxy-ethyl)-5-ethyl-benzoesdure (65) (1 g, 4,5 mmol) wird
O
intensiv mit wasserfreiem Aluminiumtrichlorid (20,0 g) und
Natriumchlorid (3,0 g) vermischt. Diese Mischung wird 2 Stunden
auf =160 °C erhitzt. Die erhaltene dunkle und und zahfliissige
60 cooH
Masse wird dabei gelegentlich geriihrt. Nach Abkiihlen wird der
Komplex mit Eiswasser (10 ml) und 6N Salzsdure (30 ml) hydrolysiert und mehrere
Stunden bei r.t. geriihrt. Der Feststoff wird abfiltriert, intensiv mit Wasser gewaschen

und getrocknet (Fp 172 °C).

(Ausbeute: 0,66 g, 3,2 mmol, 71 %).

HNMR (DMSO-de): &= 1,22 (t, 3 H), 2,63 (t, 2 H), 2,73 (q, 2 H), 3,32 (t, 2 H), 7,65 (s,
1 H), 8,05 (s, 1 H), 13,03 (s).
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13C NMR (DMSO-dg): & = 15,3 (CHs), 26,6 (CHa), 27,4 (CHa), 36,0 (CH,-CO), 125,8
(Carom'COOH), 128,8 (CHarom), 135,8 (CHarom), 138,2 (CHarom'
CO), 143,6 (CHarom'CZHS), 153,9 (Carom'CHZ), 166,9 (COOH),

205,8 (CO).

IR (KBr): Vv = 2966, 2931, 2871, 2579, 1715, 1675, 1581, 1432, 1303, 1234,
1124, 906, 827 cm-!.

MS (70 eV): m/z (%): 204 (100) [M+], 189 (31), 186 (24), 176 (46), 161 (29), 143

(16), 133 (27), 115 (26), 91 (16), 77 (14).
HR MS [M+]: berech. 204,0786; gemessen: 204,0787.
N-(6-Ethyl-1-oxo-indane-4-carbonyl)-L-Isoleucinmethylester

Zu einer eisgekiihlten und gut geriihrten Losung aus 6-Ethyl-1-
oxo-indan-4-carbonsdure (60) (0,4 g, 1,96 mmol), L-Isoleucin-

methylester Hydrochlorid (0,407 g), sym-Collidine (4,8 mmol)

in trockenem DMF (25,0 ml) gibt man langsam HATU (0,49 g). 57
Man riihrt weitere 2 Stunden bei 0 °C und dann 10 Stunden bei o NH

r.t. Eine gesattigte Losung von Natriumhydrogencarbonat (10 MeOOC/k/\

ml) wird zugegeben, und man lasst weitere 10 min riihren. Das
Produkt wird mit Diethylether extrahiert und der erhaltene Feststoff an Silicagel
(Essigsduremethylester : Hexane, 2:1, v/v) chromatographiert. Durch zusitzliches Um-
kristallisieren aus Petroleumbenzin mit 3 % Essigsduremethylester erhdlt man das

Produkt in hellen Kristallen (Fp 79 °C).

(Aubeute: 0,56 g, 1,69 mmol, 86%).

1H NMR (CDCly): 5=0,92 (t, 3H), 0,94 (d, 3 H), 1,21 (t, 3 H), 1,47 (m), 1,61 (m),
1,98 (m), 2,69 (q, 2 H), 3,30 (m, 1 H), 3,73 (s, 3H), 4,78 (dd, 1H),
6,50 (d, NH), 7,20 (s), 7,65 (s).

13C NMR (CDCls): 5 = 11,9 (CHs), 15,6 (CHs), 15,8 (CHs), 25,7 (CH,), 26,1 (CHb),
28,6 (CH,), 36,7 (CH), 38,5 (CHa), 52,6 (OCHa), 57,0 (CH), 125,6
(CHurom), 133,1 (CHarom), 133,3 (Carom), 138,8 (Carom), 144,6
(Carom), 151,5 (Carom-Et), 167,0 (CONH), 172,8 (COOMe), 206,7
(CO).
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IR (KBr):

MS (70 eV)

HR MS [M+]:

Kristalldaten:

Weitere Details

v = 3335, 3312, 2965, 2923, 2872, 1756, 1738, 1701, 1659, 1585,
1525, 1298, 1196, 1150, 983, 831 cm-.

m/z (%): 331 (21) [M*], 299 (2), 272 (15), 243 (3), 203 (16), 187
(100), 186 (52), 159 (13), 131 (5), 115 (8), 91 (8), 71 (7), 57 (11).

berech. 331,1784; gemessen: 331,1785.

Ci Has N Oy, Mr = 331,40 gmol?, farblose Prisme, Grofle
0,18 x0,12 x 0,10 mm3, monoklin, Raumgruppe P2;, a =
8,7528(4), b = 22,2904(9), ¢ = 10,0250(3) A, B = 115,620(2)°, V =
1763,6(1) A3 ; T=-90 °C; Z = 4, Prerech. = 1,248 gem3; 1 (Mo-Ky)
= 0,87 cm-1; F(000) = 712; 6577 Reflexe in h(-11/11), k(-26/28),
1(-11/11); gemessen im Winkel 3,77° < © < 27,50°,
Vollstandigkeit © max = 95,7 %; 6577 symmetrie-unabhangige
Reflexe; 5495 Reflexe mit F, > 40(F,); 441 Parameter; 1
restraints; Rlgps = 0,057, wR25ps = 0,102; R1.y = 0,075; wR2y =
0,108; GOOF = 1,049; Flack-Parameter 0,2(9); largest difference
peak and hole: 0,171 / -0,191 e A,

Kristallstrukturuntersuchung  sind beim Cambridge

Crystallographic Data Centre unter der Nummer CCSD-150134 hinterlegt.%
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

pM

ABA
Abb.

AcCl
ASS

CFA
CMA
COR
DCC

DMSO
EE
Et

GC
GC-MS

HR

1. vac.
Ile
lleMe
Ind
JA
LOX

micromolar (Mikromol
pro Liter)
Abscisinsaure
Abbildung

Acetyl

Acetylchlorid
Acetylsalicylsdaure
(Aspirin)

Azido-
Coronafacinsaure
Coronamsdure
Coronatin
Dicyclohexylcarbo-
diimid
Dimethylsulfoxid
Ethylacetat

Ethyl

Schmelzpunkt
Gaschromatographie
Gaschromatographie-
Massenspektrometer
Stunde(n)
hypersensitive Reaktion
im Vakuum

Isoleucin
Isoleucinmethylester
Indanoyl-
Jasmonsaure

Lipoxygenase

Lsg.
MALDI

MeJA
MeSA

mM

MS
nm

nM

NMR

NMR

OPDA
PE

PIN
PR
pv.
RNA
RP
RT
SA
SAR

SIM

Losung

matrix-assisted laser
desorption/ionisation
Jasmonsduremethylester
Salicylsauremethylester
Minuten

millimolar (Millimol pro
Liter)
Massenspektroskopie
Nanometer

nanomolar (Nanomol
pro Liter)
Kernresonanzspektro-
skopie

magnetische Kernreso-
nanz
12-Oxophytodiensaure
Petroleumbenzin
(40/60)
Proteinaseinhibitor
pathogenesis-related
Pathovar
Ribonucleinsaure
reversed phase
Raumtemperatur
Salicylsdaure

systemisch erworbene
Resistenz

single ion mode
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THF
{RNA
WT
JIP
IAA

Tetrahydrofuran
Transfer-RNA

Wildtyp

jasmonate induced protein
Auxin (Indol-3’-essig-

saure)

ToF

time of flight

Dublett
Multiplett
Singulett
Triplett
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Anhang
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