ZUSCHRIFTEN

iiberschiissiges Brom abfingt. Die Produkte 15 werden durch
Filtrieren, Elution iiber eine kurze Kieselgelsdule und Ver-
dampfen der fliichtigen Anteile im Hochvakuum isoliert. Sie
fallen als Anomerengemische (a:fa5:1) an und werden
chromatographisch (HPLC) und durch FAB-Massenspektro-
metrie identifiziert. Die Konfiguration am anomeren Zen-
trum von 15 (R=R!=Me; R?=Bn), 16a und 17a wurde
durch 400-MHz-"H-NMR-Spektren bestimmt. Die Umkehr-
phasen-HPLC ergibt fiir die Reinheit der Anomerengemische
in der Regel 75-95 %, wobei Di-tert-butylpyridin die Haupt-
verunreinigung ist. Von den insgesamt 28 Verbindungen 15
(Schema 4) wurden nach fiinf Synthesestufen an fester Phase
und anschlieBender Glycosylierung 25 Anomerengemische 15
in Gesamtausbeuten von 30-80 % isoliert.

Die Diversitidt von Substanzbibliotheken 146t sich durch
Einbeziehen der 4-Position erweitern: Nach Abspaltung der
EE-Gruppe durch Umacetalisieren kann der vierte Substi-
tuent durch Alkylierung zu 16 oder durch Umsetzung mit
Isocyanaten zu 17 variiert werden (Schema 5).
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16a, R'=R®*=Bn;R?=R=Me 173 Rl=R2=Bn; R* = 2-CFsC¢H4; R = Me

16b, Rl = Bn; R? = Me, 17b, R = R2=Bn; R* = 4-CNCgH4; R= Me
R3 = CH,COOtBuU, R = Me

Schema 5. a) MeOH, Dioxan, Pyridinium-p-toluolsulfonat; b) KOrBu,

DMF, R’-X; c)Br,, CH,Cl,, 2,6-Di-tert-butylpyridin, ROH, Et,NBr,

CH,(l,, Cyclohexen; d) R*NCO, DMAP, Dioxan.

Mit der hier vorgestellten Methode kann schon durch
Nutzung von nur vier funktionellen Gruppen eine Vielzahl
von Substanzen mit groBer Diversitdt hergestellt werden.
Uber die Bildung von Carbamaten konnen verzweigte und
heterocyclische Substituenten eingebracht werden, wenn
nicht nur auf kiufliche Komponenten zuriickgegriffen wird.
Die Einbeziehung der fiinften funktionellen Gruppe und die
Ubertragung der kombinatorischen Festphasensynthese auf
Stereoisomere des Glucosegeriistes (Galactose, Mannose)
werden zur Zeit bearbeitet.
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Nahrung;* I sie nutzen der Pflanze indirekt und werden auch
als ,,pflanzlicher Hilferuf“l% interpretiert. Anscheinend kén-
nen attackierte Pflanzen iiber Verbindungen wie Ethylen,
Methyljasmonat oder Methylsalicylat in benachbarten, ge-
sunden Pflanzen prophylaktisch Verteidigungs- und Re-
sistenzgene aktivieren.”) Wie in Abbildung 1 am Beispiel
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Abb. 1. Duftprofil von Blittern der Limabohne (Phaseolus lunatus) nach
Befall mit Spinnmilben (Details siche Experimentelles). Nach Induktion
der Limabohne mit Jasmonsdure wird mit Ausnahme von TMTT ein
dhnliches Duftmuster freigesetzt. Identifizierte Verbindungen: a: (Z)-Hex-
3-enylacetat, b: 2-Ethylhexanol (Kontamination), c: Ocimen, d: Linalool,
e: Methylsalicylat, f: C(H;,O, g: Geranylaceton, DMNT, TMTT; IS: 1-
Bromdecan (interner Standard).

der induzierten Duftproduktion der dicotylen Limabohne
(Phaseolus lunatus; Induktion durch Jasmonsdure (JA) oder
Spinnmilben)® 1 ' erkennbar, ist der groBte Mengenanteil
der emittierten Verbindungen den Terpenen zuzurechnen.
Ein besonderer Stellenwert kommt dabei den beiden Homo-
terpenen 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (DMNT) und 4,8,12-
Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (TMTT) zu, die von sehr
vielen hoheren Pflanzen nach Befall freigesetzt werdenl'> 3]
und wesentlich zur Anlockung von Insektivoren beitragen.t*
Beide Verbindungen werden nach Befall de novo syntheti-
siert, wie Paré et al. durch Begasung von durch Larvenfraf3
geschidigten Baumwollpflanzen mit *CO, und anschlieBen-
der massenspektrometrischer Analyse der emittierten Terpe-
ne zeigen konnten.[' Die dabei ermittelten unterschiedlichen
Einbauraten in individuelle Terpene werden auch registriert,
wenn man abgetrennte Blitter der Limabohne in eine Losung
mit deuteriertem Mevalonat ([Ds]MVA) einstellt und an-
schlieBend die Biosynthese der Terpene durch Spinnmilben-
befall oder Jasmonsdure stimuliert.'" '] Hierbei wurde
DMNT zu 88% markiert, wihrend andere Terpene wie
Ocimen und Linalool (siche Abb.1 und 2) einen deutlich
niedrigeren Markierungsgrad (<20 %) aufwiesen.['”]

Wir berichten hier, daf} die variierenden Markierungsgrade
terpenoider Duftstoffe auf eine unterschiedliche Nutzung der
Mevalonat-abhingigen!'" und der kiirzlich entdeckten Meva-
lonat-unabhingigen Biosyntheseroutel'2"! zum Isopentenyl-
pyrophosphat (I-PP), dem universellen Baustein fiir alle
Terpene, zuriickzufithren sind (siehe Schema 1). Es wird
weiterhin nachgewiesen, daf3 eine parallele Nutzung dieser
Routen nicht nur fiir die Biosynthese der induzierten
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Duftstoffe zutrifft, sondern auch bei den permanent emittier-
ten Bliiten- und Blattduftstoffen vorkommt.

Werden frisch geschnittene Triebe der Testpflanzen in
Losungen von [Ds]MVAPRU oder deuterierter Deoxy-D-xylu-
lose ([D,]DOX),? einem Intermediat® der Mevalonat-
unabhiéngigen Route zu I-PP, und Jasmonsdure eingestellt,
so wird durch die JA-Behandlung die De-novo-Synthese der
Duftstoffe aus den exogen zugefiigten Vorstufen angeregt.
Fiir permanent emittierte Blatt- und Bliitendiifte ist kein
Zusatz von JA erforderlich. Der Einbau der jeweiligen
Vorstufen in die fliichtigen Terpene kann durch massen-
spektrometrische Analyse der aufgefangenen?! Metaboliten
anhand ihrer Deuterierungsgrade sicher bestimmt werden; er
entspricht in allen Fillen den Erwartungen nach Einbau von
[D,]I-PP (aus [D,]DOX) oder [D,]I-PP (aus [Ds]MVA). Wie
in Abbildung 2 fiir induzierte Duftstoffe der Limabohne
dargestellt (JA-Stimulierung), wird [D,]DOX besonders ef-
fektiv in die Monoterpene [D,]Ocimen (90%) und [D,]Li-
nalool (90 %) eingebaut; das von Sesquiterpenen abgeleitete
DMNT®! (siche Schema 1) weist einen deutlich geringeren
Markierungsgrad auf (ca. 40 % [D;]DMNT). Statt dessen wird
nach  Vorinkubation mit [Ds]JMVA  hochmarkiertes
[Ds]DMNT (ca. 88%) erhalten. Blockiert man aber in
Gegenwart von [D,]DOX die MVA-Route durch Inhibitoren
wie Mevastatin?® oder Cerivastatin,?”! so wird verstirkt
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Abb. 2. Markierungsgrad der induzierten Duftstoffe (JA-Behandlung
oder Befall mit Spinnmilben) nach Pridinkubation der Limabohne (P. lu-
natus) mit deuterierter Deoxy-D-xylulose ([D,]DOX) oder deuteriertem
Mevalolacton ([Ds]MVA). Trennung und Identifizierung der Verbindun-
gen erfolgte wie unter Experimentelles beschrieben. Angegeben ist der
relative Anteil [%] der deuterierten Verbindung am Gesamtsignal beste-
hend aus deuterierter und unmarkierter Substanz. Durch Einbau von
[D,]DOX in die Terpene entstehen [D,]Ocimen, [D,]Linalool, [D;]DMNT,
[Ds]TMTT. Der Einbau von [Ds]MVA fiihrt zu [Dg]Ocimen, [Dg]Linalool,
[Ds]DMNT und [D,]TMTT. Das Fettsiurederivat (Z)-Hex-3-enylacetat
wird nicht markiert, wodurch eine Zufallsverteilung der Isotope durch
Abbau von [D,]DOX oder von [DsJMVA und Wiederverwendung des
entstandenen Acetyl-CoA ausgeschlossen wird. Der Markierungsgrad M
wurde entweder direkt der Verteilung der Isotopomere des Molekiilions
entnommen oder aus dem Markierungsgrad des terminalen Prenylfrag-
ments (Mp) (CsHi, m/z 69, unmarkiert; CsH,D5", m/z 71 nach Einbau von
[D,]DOX oder CsHsDj", m/z 73 nach Einbau von [Ds;]MVA) unter der
Annahme eines uniformen Einbaus von (markiertem) I-PP in die hoheren
Terpene nach den Beziehungen Mpynr=2Mp — M3 und Myyrr=1—(1—
M,)? extrapoliert. Nach [D,]DOX-Applikation und Spinnmilbenbefall
wurde bis zu 94% deuteriertes TMTT registriert; der hier abgebildete
Markierungsgrad fiir TMTT wurde nach JA-Stimulierung ermittelt.
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[D,]DOX in das DMNT (ca. 70% [D;]DMNT) eingebaut.
Offensichtlich kann die Biosynthese dieses wichtigen Signal-
stoffs iiber beide Routen erfolgen. Die ohnehin hohe Ein-
baurate von [D,]DOX in die Monoterpene Ocimen und
Linalool wird durch Inhibierung der MVA-Route nicht weiter
gesteigert und bestitigt damit die untergeordnete Bedeutung
der MVA fiir die Biosynthese dieser Substanzklasse (Abb. 2).
Der Einbau von [D,]DOX in den Diterpenabkéommling
TMTT®®! ist nach Stimulierung durch Jasmonséure nur gering
und wird auch durch Zusatz von Cerivastatin nur wenig
erhoht (Abb. 2), da in der Limabohne die Biosynthese dieser
Verbindung durch die Jasmonsdure nicht nennenswert ange-
regt wird.'”! Aber nach Befall durch Spinnmilben besteht das
dann verstirkt emittierte TMTT (Abb. 1) zu ca. 92% aus
[Ds]TMTT.

Schema 1 illustriert die Bedeutung der neuen Biosynthese-
route (Deoxyxylulose-Route) fiir die De-novo-Synthese der
(fliichtigen) Terpene in der Limabohne. Nach den obigen
Befunden wird [D,]DOX ganz bevorzugt in die plastidéire
Biosynthese der Mono- und Diterpene eingeschleust. Deut-
lich geringer fillt ihr Einbau in die zumeist cytosolisch
gebildeten Sesquiterpene aus (hier z.B. DMNT als Abbau-
produkt des Nerolidols), deren De-novo-Synthese iiberwie-
gend iiber die Mevalonsiure erfolgt (Abb. 2). Offensichtlich
findet in der Limabohne aber auch ein signifikanter Aus-
tausch von Vorstufen (z.B. von Farnesylpyrophosphat) zwi-
schen den cytosolischen und plastidiren Kompartimenten
statt,?® 2] g0 daB die gestreBte Pflanze, besonders bei Blok-
kade der MVA-Route (Schema 1), steigende Anteile plasti-
ddrer Vorstufen zur Sicherung der Biosynthese ihrer Sesqui-
terpene als Phytoalexine nutzen kann. Ob dieser plastischen
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é \
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séuren TN ok

(z.B. Linolensaure) R: H, Ac, Butyryl,

2-Methylbutanoyl
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Ressourcenverwaltung eine generelle Bedeutung fiir den
pflanzlichen Terpenstoffwechsel zukommt oder ob auch eine
cytosolische Desoxyxylulose-Route existiert, bleibt zu priifen.

Die obigen Befunde sind nicht auf die dicotyle Limabohne
beschrinkt. Hohe Einbauraten von [D,]DOX in JA-indu-
zierte Terpene werden auch bei Tabak (Nicotiana plumbagi-
nifolia) und monocotylem Mais (Zea mays) registriert. Bei
letzterem weisen nach Stimulierung mit JA beide Homoter-
pene hohe Markierungsgrade auf ([D;]DMNT, 80%;
[Ds]TMTT, 96 %). Selbst der evolutiv alte Ginkgo (Ginkgo
biloba) nutzt iiberwiegend die [D,]DOX zur Biosynthese
seiner fliichtigen, JA-responsiven Sesqiterpene wie Linalool,
Copaen, Caryophyllen und Farnesen. Wird [D,]DOX iiber
den Transpirationsstrom an Bliiten oder permanent duftende
Blitter appliziert, ergibt sich ein analoges Bild. Exemplarisch
wurden die Duftstoffe der Passionsblume (Passiflora caeru-
lea), der gemeinen Waldrebe (Clematis vitalba), blithenden
Efeus (Hedera helix) und der Schonfrucht (Callicarpa japo-
nica) untersucht; ferner wurden Eukalyptusblitter mit
[D,]DOX inkubiert. In allen Fillen wurden zum Teil sehr
hohe Einbauraten (bis zu 100 %) der markierten Vorstufe in
die unterschiedlichen Terpenklassen registriert (Tabelle 1);
aufgrund ihrer individuellen Vorgeschichte im Stoffwechsel
(Speicherung in Vakuolen, Freisetzung aus Konjugaten,
Mevalonat-abhéngige Biosynthese etc.) ist der Markierungs-
grad einzelner Verbindungen sehr unterschiedlich.

Die hier vorgestellten Resultate machen deutlich, daf3 der
erst jiingst entdeckten, Mevalonat-unabhéngigen Route zu
Terpenen (Desoxyxylulose-Route) eine grof3e Bedeutung fiir
die pflanzliche Duftproduktion zukommt. Hierher gehort
auch die kiirzlich beschriebene lichtabhingige Freisetzung

Sesquiterpene Diterpene

GG-PP

l

FPP —>

l

[D4]DMNT

[Dg]TMTT

Schema 1. Ubersicht iiber die alternativen Stoffwechselrouten zu induzierten Duftstoffen der Limabohne. Die Mevalonat-
abhingige Route kann durch Inhibitoren der HMGCoA-Reduktase (Mevinolin, Cerivastatin) blockiert werden. Abgebildet
sind die Markierungsmuster der fliichtigen Terpene nach Inkubation mit [D,]DOX; die nach den Regeln der Terpenbiosynthese
abzuleitenden Positionen der Deuteriumisotope werden durch die massenspektrometrische Analyse bestétigt. I-PP = Isopen-
tenyldiphosphat, G-PP = Geranyldiphosphat, F-PP = Farnesyldiphosphat, GG-PP = Geranylgeranyldiphosphat.
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Tabelle 1. Ubersicht iiber die Markierungsgrade M (massenspektrometrisch aus den Massen der Molekiilionen ermittelt) von konstitutiv emittierten Blatt-

und Bliitenduftstoffen nach Inkubation mit [D,]DOX.

Eucalyptus globulus (Blatt) Clematis vitisalba (Bliite)

Hedera helix (Bliite)

Passiflora caerulea (Bliite) Callicarpa japonica (Bliite)

Verbindung M [%)] Verbindung M [%] Verbindung M [%] Verbindung M [%]  Verbindung M [%]
1,8-Cineol 0 p-Pinen 30 Sabinen 25 Ocimen 83 p-Pinen 74
Limonen 0 Limonen 24 p-Myrcen 36 p-Citronellal 19 Linalool 20
Ocimen 83 Ocimen 77 Limonen 20 Geranylaceton 45 p-Citronellol 12
DMNT 95 Oxoisophoronl® 0 Oxoisophoronl® 0 Farnesen 81 Nerol 37
Caryophyllen 83 Dihydrooxoisophoronl®! 0 Dihydrooxoisophoron® 0 TMTT 95
Nerolidol 94 endo-Borneol 15 Linalool 83
TMTT 99 Nerol 33 Linalooloxid 50

a-Terpineol 11 Farnesen 89

a-Verbenon 14

Caryophyllen 70

[a] Moglicherweise eingebautes Deuterium geht im Verlauf der Biosynthese des Oxo- und des Dehydrooxoisophorons wieder verloren.

von Isopren aus Blittern (Weide, Pappel etc.), die ebenfalls zu
ganz erheblichen Anteilen Mevalonat-unabhingig verlduft.['"]
Wichtigste Befunde sind jedoch der hier beschriebene mas-
sive Einbau der [D,]DOX in die Sesquiterpene und die
plastische Ressourcenverwaltung zwischen Cytosol und Chlo-
roplasten, die der Pflanze eine flexible Reaktion auf Stress-
bedingungen wie Herbivor- oder Pathogenbefall ermoglichen
diirfte.

Experimentelles

Frisch geschnittene Triebe der Limabohne (11 bis 15 Tage nach der
Keimung; der durch den Schnitt bedingte mechanische Schaden verursacht
keine Duftemission) mit zwei voll entwickelten Primérbléttern werden in
ein Gefdl mit Leitungswasser mit den isotopenmarkierten Vorstufen
eingestellt ([Ds]MVA: 3.0 mgmL~!, [D,]DOX 2.0 mgmL~'). Nach 48 h
unter Belichtung (270 phE m?sec™!) wird JA zur Induktion der Duftproduk-
tion zugesetzt (Endkonzentration 10.0 ugmL~"). Alternativ werden die
vorinkubierten Pflanzen mit Spinnmilben infiziert (Tetranychus urticae, ca.
50 Tiere pro Blatt, Bezugsquelle: Fa. Neudorf, D-31860 Emmerthal). 24 h
nach der Elicitierung mit JA oder 48—96 h nach Spinnmilbenbefall werden
die emittierten Duftstoffe in einem geschlossenen System, bestehend aus
einem Exsiccator (ca. 750 mL) mit aufgesetzter Miniaturumwailzpumpe
und einem Aktivkohleabsorber mit dem zirkulierenden Luftstrom kon-
tinuierlich abgefiihrt und an der Aktivkohle absorbiert.?!l Nach Desorp-
tion mit CH,Cl, (2 x 20 ul) wird der Deuterierungsgrad der Metaboliten
durch gaschromatographische Analyse mit massenspektrometrischer De-
tektion bestimmt. Bei Inhibierungsexperimenten mit Mevastatin oder
Cerivastatin werden die Pflanzen zunéchst 24 h mit dem Inhibitor
préiinkubiert (Mevastatin: 0.2-0.5 mgmL~'; Cerivastatin: 0.2 mgmL™),
bevor [Ds]JMVA oder [D,]DOX und ein Elicitor, wie beschrieben,
zugesetzt werden. Alle Experimente wurden nach mindestens zweifacher
Wiederholung statistisch ausgewertet (n=3). Die Duftstoffe wurden an
einer Quartz-Kapillare (SE 30, 15 m x 0.31 mm) unter temperaturprogram-
mierten Bedingungen (50°C (2 min), 10°C min~!, 200°C) getrennt und
massenspektrometrisch detektiert (Fisons MD 800, EI (70 eV)). GC-Inter-
face: 270°C; Scanbereich 35-350 Dasec™.

Eingegangen am 26. November 1997,
verdnderte Fassung am 18. Juni 1998 [Z11197]
Auf Wunsch der Autoren erst jetzt veroffentlicht.
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