ZUSCHRIFTEN

einen besseren Einblick in das Wesen der Reaktivitéit und die
Ursache der Selektivitidt von Mangan(v)-Oxo-Salen-Komple-
xen. Der giinstige Einfluss eines axialen Liganden auf
Geschwindigkeit und Enantioselektivitit der Jacobsen-Kat-
suki-Reaktion sollte allgemein wirksam sein, da alle publi-
zierten Epoxidierungsvorschriften potentielle Axialliganden
in Form von Additiven, Gegenionen oder Solvens-
molekiilen beinhalten. Die gefundenen Strukturen konnen
als Ausgangsbasis fiir das Design neuer und effizienterer
chiraler Katalysatoren und Additive fiir diese und verwandte,
ebenfalls durch Ubergangsmetall-Salen-Komplexen kataly-
sierte Reaktionen dienen.
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Zuordnung von Terpenen zur
Methylerythritolphosphat- oder zur
Mevalonat-Route anhand der natiirlichen
2C/B3C-Isotopenverhiltnisse: dynamische
Ressourcennutzung in induzierten Pflanzen**

Andreas Jux, Gerd Gleixner und Wilhelm Boland*

Professor Ernst-G. Jiger zum 65. Geburtstag gewidmet

Pflanzenduftstoffe, deren Biosynthese von phytophagen
Organismen ausgelost wird, konnen von Parasiten der In-
sekten als Marker und Wegweiser genutzt werden;!:? sie
dienen so indirekt der Pflanze und werden deshalb als
,pflanzlicher Hilferuf* interpretiert.”! Hauptkomponenten
dieser induzierbaren, ,indirekten Abwehr” sind Terpene
sowie aromatische und von Fettsduren abgeleitete Verbin-
dungen. Das zur Biosynthese der fliichtigen Terpene erfor-
derliche Isopentenyldiphosphat (IDP) entstammt fiir Mono-
und Diterpene dem plastiddren Methylerythritolphosphat-
Weg (MEP-Route), wihrend die cytosolische Biosynthese der
Sesquiterpene, ebenfalls iiber IDP, aus dem Mevalonat-Weg
(MVA-Route) gespeist wird (Schema 1).4¢1 Von dieser
grundsitzlichen Ressourcenverteilung gibt es aber Ausnah-
men. Durch Einbauversuche mit deuterierter 5-Deoxy-D-
xylulose, einer Vorstufe von IDP in der MEP-Route, konnte
diese Zuordnung von Stoffwechselwegen fiir die herbivor-
induzierten Duftstoffe zwar grundsétzlich bestdtigt werden,
doch lieB das 'H/*H-Isotopenmuster des Sesquiterpenabkémm-
lings 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien 4 (DMNT; Abbildung 1)
auf eine signifikante Beteiligung beider Stoffwechselwege
schlieBen.”! Auch der Einbau '*C-markierter Glucose in
Sesquiterpene der Kamille fithrte zu einem Markierungsmus-
ter, das eine Beteiligung beider Wege voraussetzt.[®! Ferner
wurde in Zellkulturen von Catharanthus roseus bei der
Biosynthese des Steroids Sitosterol, das ebenso wie die
Sesquiterpene letztlich aus Farnesyldiphosphat entsteht, ein
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Schema 1. Alternative Biosynthese von Isopentenyldiphosphat iiber die Methylerythritolphosphat(MEP)- und
die Acetat/Mevalonat(MVA)-Route.

A IS
=
2 6
7 N 4
5 AN
N /
| 2 . 3
W S
B 6
2 AN
AN
5
/
3 4
N
N
C IS
[
A N '\ (l)Na
4 =0
N OH OH
4 8
) )
4 6 8 10 12

—» tmin

Abbildung 1. Chromatographische Trennung des Duftstoffe von Phaseolus [lunatus nach Induktion mit
Jasmonsdure (JA). A) JA-induzierbares Duftprofil ohne Zusatz von Inhibitoren. B) JA-induzierbares Duftprofil
nach Inhibierung der MVA-Route durch Cerivastatin 7. C) JA-induzierbares Duftprofil nach Inhibierung der
MEP-Route durch Fosmidomycin 8. Substanzen: (3Z)-Hex-3-enylacetat 1, Ocimen 2, Linalool 3, 4,8-Dime-
thylnona-1,3,7-trien (DMNT) 4, C,;H,, 5, C,;H;40 6; IS = interner Standard (1-Bromdecan). Linalool coeluiert mit
einer Verunreinigung, die eine exakte Messung der Isotopenverhiltnisse verhinderte.

mevalonat-unabhingiger Anteil von ca. 6 % entdeckt.l’] Diese
Zuordnungen sind jedoch nicht immer eindeutig, da bei
Fiitterungsexperimenten mit Vorstufen die natiirlichen Kon-
zentrationsverhéltnisse in der Zelle verschoben und damit
bestimmte Routen liberbewertet werden konnen. Selbst die
Verwendung von physiologisch neutralen Vorstufen wie
Glucose fithrt zu unnatiirlichen Bedingungen, da phototrophe
Organismen im Verlauf dieser Experimente unter heterotro-
phen Bedingungen gehalten werden miissen.l) Einen Ausweg
aus der Problematik bietet die Untersuchung natiirlicher
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Isotopenverhiltnisse mit der
Isotopenverhiltnis-Massen-
spektrometrie (IRMS).[21
Durch die Kopplung eines Iso-
topenverhiltnis-Massenspek-
trometers mit einem Gaschro-
matographen und Online-Ver-
brennung der Eluenten zu
CO, und H,0 (GC-C-IRMS)
wird selbst in komplexen Ge-
mischen die substanzspezifi-
sche Bestimmung natiirlicher
Isotopenverhiltnisse mog-
lich.l'1

Das natiirliche Verhiéltnis
der stabilen Kohlenstoffisoto-
pe unterliegt aufgrund ther-
modynamischer und Kkineti-
scher Isotopeneffekte gerin-
gen lokalen und zeitlichen
Abweichungen vom globalen
Mittelwert. In der Biosphire
werden diese Abweichungen
durch Isotopeneffekte der an
den physiologischen Prozessen
beteiligten enzymkatalysierten
Reaktionen verursacht. Die
bekanntesten Beispiele, die
auch zu den prignantesten
Isotopendiskriminierungen
fithren, betreffen die unter-
schiedliche  Fixierung von
Kohlendioxid in C;- und C,-
Pflanzen iiber die Ribulosebis-
phosphat- bzw. die Phospho-
enolpyruvat-Carboxylase.['”
Nachfolgende Reaktionen im
Stoffwechsel fithren zu weite-
ren, allerdings weniger deutli-
chen Verschiebungen der Iso-
topenverhéltnisse. Wir berich-
ten hier, dass auch die
verschiedenen Gruppen der
fliichtigen Terpene signifikan-
te Unterschiede im Isotopen-
verhiltnis aufweisen, wenn das
fiir die Synthese der Terpene
benotigte IDP entweder {iiber-
wiegend aus der MVA- oder

der MEP-Route stammt (Schema 1).

Die Isotopenverhiltnisse 6(*C) (zu Definition siche Expe-
rimentelles) von Monoterpenen sind im Rahmen von Au-
thentizitdtskontrollen schon mehrfach bestimmt worden und
bewegen sich in einem Bereich von —26 %o bis — 30 %o.[1> 14
Ocimen 2 (Abbildung 1) aus dem Duftbouquet der hier als
Modellpflanze verwendeten Limabohne (Phaseolus lunatus)
liegt demnach mit einem Wert von —29.0%. in dem zu
erwartenden Bereich (Abbildung 2). Dagegen weist der Wert
von —374%. fiir DMNT 4 (oxidatives Abbauprodukt des
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Abbildung 2. 6('3C)-Werte ausgewihlter Duftstoffe nach Induktion mit
Jasmonsdure. Angeben sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei
Proben.

Sesquiterpens Nerolidol)*) auf eine deutliche 3C-Abreiche-
rung hin. Berticksichtigt man fiir die Biosynthese der Sesqui-
terpene eine Beteiligung der MVA-Route, so ldsst sich dieser
Unterschied im Isotopenverhéltnis von Ocimen und DMNT
mit der Bildung von Acetyl-CoA aus Pyruvat im Vorfeld der
MVA-Route erkliren (Schema 1). Die Pyruvat-Dehydro-
genase bevorzugt bei der Thiamindiphosphat-katalysierten
Decarboxylierung des Pyruvats leichte Isotope; das entste-
hende Acetyl-CoA ist also *C-abgereichert.l') Zwar fiihrt
auch die Deoxy-D-xylulose-5-phosphat(DXP)-Synthasel'”l der
MEP-Route zu einer Thiamindiphosphat-katalysierte Decar-
boxylierung, doch ist diese Reaktion zum Aufbau des Koh-
lenstoffgrundgeriistes von DXP auf dem Weg zu IDP nur
einmal erforderlich. Uber die MVA-Route flieBen aber drei
Molekiile Pyruvat und damit Acetyl-CoA in den Aufbau von
IDP. Eine Diskriminierung zugunsten der leichten Isotopo-
mere sollte sich daher besonders beim Aufbau von Sesqui-
terpenen iiber die MVA-Route bemerkbar machen. Da ferner
die Carbonylkohlenstoffatome von Glycerinaldehyd und da-
mit auch Pyruvat aufgrund ihrer Herkunft aus Glucose *C-
angereichert sind,!'¥ sollte der Einbau von intaktem Glycerin-
aldehyd iiber die MEP-Route zusétzlich zur Differenzierung
beider Wege beitragen.

Die 0(**C)-Werte fiir Ocimen (MEP-Route) und DMNT
(MVA-Route; Abbildung2) bestitigen den erwarteten
Trend. Mit einem 6(**C)-Wert von — 37.4 %, weist DMNT ein
ganz dhnliches Isotopenverhiltnis wie Hexenylacetat
(6(13C)=—40.2%0) auf, das als reines Acetogenin 'C-ab-
gereichert sein muss. Eine dhnliche Isotopendiskriminierung
zwischen Fettsduren und Produkten der MEP-Route fanden
Schouten et al. in Lipiden von Sii3- und Meerwasseralgen.
Palmitinsdure war hier im Vergleich zu Phytol (MEP-Route)
um 2 -5 %o *C-abgereichert.[']

Bei der Bewertung des 6(**C)-Wertes von DMNT miissen
aber auch die Ergebnisse fritherer Einbaustudien bertick-
sichtigt werden, die eine Beteiligung beider Stoffwechselwege
andeuteten.”l Demnach sollte sich der 6(**C)-Wert fiir DMNT
(Abbildung 2) verschieben lassen, wenn einer der beiden
Wege selektiv blockiert wird. Dazu wurden Bohnentriebe vor
der Duftinduktion mit Cerivastatin 7,2 einem #duBerst
wirksamen Inhibitor der MVA-Route behandelt. Die MEP-
Route wurde mit Fosmidomycin 8 inhibiert, das die DXP-
Reduktoisomerase blockiert (Schema 1).2'1 Abbildung 1B
und C ist zu entnehmen, dass mit keinem der beiden
Inhibitoren die Synthese von DMNT vollstédndig unterdriickt
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werden kann.l) Thre Wirksamkeit wird aber dadurch belegt,
dass nach Inhibierung der MEP-Route die Biosynthese der
Monoterpene nahezu vollstindig unterdriickt wird (Verbin-
dungen 2, 3, 5 und 6; Abbildung 1B) und durch Inhibierung
der MVA-Route die Biosynthese von DMNT um ca. 70 %
zuriickgedringt wird (Abbildung 1 C). Nur eine gemeinsame
Applikation beider Inhibitoren verhindert die Bildung von
DMNT. Nach Vorinkubation mit Cerivastatin weist DMNT
eine deutlich geringere *C-Abreicherung auf (—30.8%o) als
ohne Blockade der MVA-Route, und der §(*C)-Wert nihert
sich dem von Ocimen (—28.5%o.), das iiber die MEP-Route
gebildet wird (Abbildung 2). Umgekehrt bewegt sich bei
Inhibierung der MEP-Route der J('3C)-Wert von DMNT
(—38.4%0) in Richtung typischer Werte von Acetogeninen;
das Isotopenverhiltnis von Ocimen bleibt bei der Inhibierung
der MVA-Route unverédndert. Da die spdten Schritte der
Biosynthese von DMNT 4 in beiden Inhibitorexperimenten
identisch sind, konnen die '2C/'*C-Verhiltnisse eindeutig den
frithen Schritten der MVA- oder MEP-Route zugeordnet
werden.

Dass DMNT in der Limabohne in Gegenwart unterschied-
licher Elicitoren sogar alternativ iiber die MEP- oder die
MVA-Route synthetisiert werden kann, belegt eindrucksvoll
die Stimulierung seiner Biosynthese mit dem Pilz-Elicitor
Alamethicin.?> 2] Der 6(**C)-Wert fiir DMNT (—30.7 %o)
liegt sehr nahe an den Werten fiir Ocimen und deutet damit
auf eine iliberwiegende Beteiligung der plastidiren MEP-
Route.

Die Verschiebungen der Isotopenverhiltnisse ergeben sich
auch dann, wenn die Duftemission der Limabohne nicht
durch Jasmonséure, sondern durch Herbivorenfra3 ausgelost
wird (Abbildung 3). Auch hier kann durch Verwendung

Hexenyl-
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-25 1
~30
5 ("°C) [%:]

l -35 1

-40
B ohne Inhibitor

-45- mit Cerivastatin

E=S mit Fosmidomycin

Abbildung 3. 6(**C)-Werte ausgewihlter Duftstoffe nach Induktion durch
RaupenfraB8. Angeben sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei
Proben.

einzelner Inhibitoren die Biosynthese von DMNT nicht
vollstandig unterdriickt werden. Aus dem O(**C)-Wert fiir
DMNT (—39.0 %) folgt, dass die durch Herbivorie ausgeloste
Biosynthese iiberwiegend iiber die cytosolische MVA-Route
erfolgt (vgl. Abbildung 2 und 3). Wird diese durch Ceriva-
statin blockiert, kann aber die MEP-Route kompensatorisch
eintreten, wie der Anstieg des J('3C)-Wertes fiir DMNT
(—34.4%0) belegt. Die Befunde machen deutlich, dass auch
bei natiirlichen Induktionsprozessen eine dynamische Nut-
zung beider Wege moglich ist.”]
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Experimentelles

Zur Duftinduktion werden frisch geschnittene Triebe der Limabohne (12—
14 Tage alt, mit voll ausgebildeten Keimblittern) in eine wissrige Losung
von Jasmonsédure (JA; 1 mm) gestellt. Nach 12 h werden die Pflanzen in ein
geschlossenes System (Exsiccator, 3 L) gebracht und die abgesonderten
Duftstoffe in 48 h im Kreislaufsystem an Aktivkohlefiltern adsorbiert.*
Zur selektiven Inhibierung der MVA- oder der MEP-Route wurden die
Triebe vor der eigentlichen Induktion mit JA (1 mm), Alamethicin (10 pum)
oder durch Raupenfra3 (vier Larven von Spodoptera frugiperda) 24 h in
wissrige Losungen der Inhibitoren Cerivastatin 7 bzw. Fosmidomycin 8 (je
3 x 107> m) gestellt.

Die Analyse und Trennung der Duftkomponenten erfolgte auf einer
Kapillarsdule (DB-5-MS ITD, Alltech, Liange: 30 m, Innendurchmesser:
0.25 mm, Filmdicke: 0.25 pm); Temperaturprogramm: 50°C (2 min iso-
therm), dann mit 5 Kmin~' auf 220°C. Die eluierten Substanzen wurden
online an einem CuO/NiO/PtO-Katalysator bei 940°C verbrannt und die
Verbrennungsgase einem Delta?-XL-Isotopenverhéltnis-Massenspektro-
meter (Thermoquest, Egelsbach) zugefiihrt. Zur Identifizierung der
eluierten Substanzen wurden 10% des Probenmaterials durch einen
Kapillarsplit vor der Verbrennung in ein konventionelles Massenspektro-
meter (GCQ, Thermogquest) tiberfiihrt. Alle Isotopenverhiltnisse sind als
(13 C)-Werte [%o] angegeben: 0(3C) [%o] = [ (Rprope! Rstandara) — 1] X 103, wo-
bei R das *C/?C-Verhiltnis der Probe bzw. des Standards (Vienna Pee Dee
Belemnite) angibt.
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Cyclohexylether-0-aminosiuren: neue
Leitstrukturen fiir Selektivititsfilter in
Ionenkanalen™*

Hans-Dieter Arndt, Andrea Knoll und Ulrich Koert*

Biologische Ionenkanile sind Schliisselmolekiile fiir die
zelluldre Regulation und Kommunikation. Sie koppeln (bio-)
molekulare Vorgénge an elektrische Signale.! Diese Eigen-
schaft von natiirlichen Porenbildnern wird schon zur Kon-
struktion von Sensoren genutzt.’)l Um synthetische Tonenka-
niileP! als Sensoren oder Implantate in biologischen Systemen
verwenden zu konnen, miissen zwei Voraussetzungen erfiillt
sein: Tonenselektivitit? 4 und Regulierbarkeit (,,gating*).C!
Wir berichten hier liber neuartige Oligomere aus 0-Amino-
sduren,® die zu H*- und NH,*-selektiven lonenkanilen
gefiihrt haben.

Wird in einem Dipeptid die zentrale Amidbindung ersetzt,
so erhilt man eine 0-Aminosdure (Schema 1). Diese Struktur
bietet neben vier substituierbaren Positionen die Moglichkeit,
im Riickgrat ein Heteroatom zu platzieren.” Wihlt man ein
Sauerstoffatom und schriankt die Freiheitsgrade der Struktur
mit einem Cyclohexanring ein, so gelangt man zur Etherami-
nosdure 1.

D,L-Dipeptid &Aminosédure 1

Schema 1. Von p,L-Dipeptiden zur stereodquivalenten 0-Aminosdure 1
als Baustein fiir Kationenkanile.

Die Selektivititsfilter natiirlicher K- und Ca?"-Kanile
werden entscheidend von den Riickgratatomen geprigt.[$]
Im ionenkanalaktiven, jedoch nur wenig selektiven [%3-
helicalen Dimer des D,L-Peptids Gramicidin A (gA) bilden
ausschlieBlich Riickgrat-Amidbindungen das Lumen. Ge-
rade die Ethersauerstoffatome in 1 kénnen im Kanalinneren
zusitzliche Bindungsstellen anbieten.”) Unsere Zielverbin-
dungen 2-4 wurden so entworfen, dass di-, tetra- und
hexamere O-Aminosidure-Segmente mit funktionalen Ab-

[*] Prof. Dr. U. Koert, Dipl.-Chem. H.-D. Arndt, Dr. A. Knoll

Institut fiir Chemie der Humboldt-Universitét zu Berlin

Hessische StraBe 1-2, 10115 Berlin (Deutschland)

Fax: (+49)30-2093-7266

E-mail: koert@chemie.hu-berlin.de
[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie (FCI), von
der Volkswagenstiftung, von der Pinguin-Stiftung sowie von der
Schering AG unterstiitzt. H.-D.A. dankt dem FCI fiir ein Promo-
tionsstipendium. Wir danken Dr. B. Ziemer (Humboldt-Universitét
zu Berlin) fiir die Kristallstrukturanalyse und Dr. P. Franke (Freie
Universitat Berlin) fiir die MALDI-TOF-Massenspektren.
Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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