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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Bedeutung ungesiittigter Fettsduren
Vor knapp 75 Jahren wurde die Bedeutung von ungesattigten Fettsauren flr die Ernahrung

von Saugetieren entdeckt. Ratten, denen man eine fettfreie Diat fltterte, litten an erheblichen
Mangelerscheinungen, die sogar zum Tod der Tiere fihren konnten. Durch Zugabe
bestimmter Fettsauren konnten die Stoffwechselstérungen allerdings rickgangig gemacht
werden. Als wirksamer Bestandteil wurde Linolsaure (3) identifiziert, fur die der Begriff

essentielle Fettsiure gepragt wurde. ["!

Der biochemische Hintergrund fiir eine Unterteilung in essenzielle und nicht-essenzielle
Fettsauren ist der, dass Saugetieren Enzyme fehlen, um Doppelbindungen, die weiter als 9
C-Atome von der Carboxylgruppe entfernt sind, in die Kohlenwasserstofftkette einer
Fettsaure einzufiihren. Aus diesem Grund kénnen Fettsduren, wie Linol- und Linolensaure (3
und 4), von Saugetieren nicht selbst biosynthetisiert werden, sondern muissen Uber die
Nahrung aufgenommen werden. Beide Fettsduren dienen Saugetieren als Vorstufen fur
langerkettige und hochungesattigte Fettsduren, wie Arachidonsdure (5) oder Eicosa-

pentaensaure (6) (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Stearinsaure (1), Olsaure (2), Linolsdure (3), Linolenséure (4), Arachidonsaure (5),
Eicosapentaensaure (6), 12-Oxophytodiensaure (7), Bombykol (8).

Mehrfach ungesattigte Fettsduren, wie Arachidonsdure (5) oder die (w-3)-Fettsaure
Eicosapentaensaure (6), sind entweder selbst physiologisch wirksam (vgl. Kapitel 3.7) oder

dienen, wie die Arachidonsaure (5), als Vorstufe fur weitere Signalmolekdle. Arachidonsaure
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(5) ist die wichtigste Vorstufe fir eine ganze Klasse von oxygenierten Fettsduren, die wegen
ihrer Anzahl von 20 Kohlenstoffatomen als Eicosanoide bezeichnet werden. Zu den
Eicosanoiden zahlen Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane, die als hochaktive
Signalmolekile beispielsweise an der Blutgerinnung, der Schmerzentstehung oder am

Entziindungsprozess beteiligt sind.

Strukturell den Eicosanoiden sehr ahnliche Signalmolekiile findet man in héheren Pflanzen.
Hier handelt es sich jedoch um Verbindungen, die von a-Linolensaure (4) abgeleitet sind,
dementsprechend ein C(18)-Kohlenstoffgeriist aufweisen und als Octadecanoide bezeichnet
werden. Ein Vertreter dieser Substanzklasse ist z.B. 12-Oxophytodiensaure (7), die als
Signalmolekil mit hormonartiger Wirkung an der Regulation der chemischen Verteidigung

von Pflanzen beteiligt ist. ©*

Neben ihrer Funktion als Vorstufen flr Signalmolekille sind ungeséattigte Fettsduren wichtige
Bestandteile von Zellmembranen. So ist der Anteil an ungesattigten Fettsduren daflr
verantwortlich, dass die Lipiddoppelschicht von Zellen nicht fest ist, sondern ein flissiges
Mosaik ausbildet. Dabei ist das Verhaltnis von gesattigten zu ungesattigten Fettsauren nicht
fest eingestellt, sondern kann variieren. So konnte sowohl fiir Pflanzen ¥ ¥ als auch fir
Bakterien © gezeigt werden, dass diese Organismen auf Hitze- oder Kélteeinfluss durch

Veranderung ihres Lipidmusters reagieren und so die Fluiditat der Zellmembran steuern.

Neben Pflanzen verfigen viele Insekten Uber eine grofe Vielfalt an, im Vergleich zu
Saugetieren, eher kurzkettigen mehrfach ungesattigten Fettsduren. Solche Fettsduren
werden oftmals als Vorstufen zur Biosynthese, von z.B. Sexualpheromonen wie Bombykol

(8), genutzt und dienen somit der innerartlichen Kommunikation (siehe Kapitel 3.3 und 3.4).
Yl

1.2 Biosynthese ungesittigter Fettsauren
Zur Biosynthese von ungesattigten Fettsduren stehen Lebewesen unterschiedliche

Strategien zur Verfligung. Seit den Arbeiten von Konrad Bloch vor 40 Jahren ist bekannt,
dass es neben einem sauerstoffabhdngigen auch einen sauerstoffunabhangigen Weg zur
Einfilhrung von Doppelbindungen in Fettsduren gibt. ® Der wesentliche Unterschied
zwischen diesen beiden Biosyntheserouten besteht darin, dass auf dem sauerstoff-

unabhangigen Weg lediglich einfach ungesattigte Fettsiuren gebildet werden kénnen. !

Aerob lebende Organismen kénnen einfach- und mehrfachungesattigte Fettsauren Gber den
sauerstoffabhangigen Weg herstellen. Der Aufbau des Kohlenstoffgerists erfolgt dabei an
einem als Fettsauresynthase (FAS) bezeichneten Multienzymkomplex, wobei eine Acetyl-
ACP-Startereinheit um Co-Einheiten, die von Malonyl-ACP geliefert werden, verlangert wird.
Die kettenverlangernden Zyklen werden wiederholt, bis eine Kettenlange von 16

Kohlenstoffatomen erreicht ist. Erst dann wird die Acylkette in Form von Palmitinsaure von
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dem Acyl-Carrier-Protein (ACP) abgespalten und steht als zentraler Baustein weiteren
Modifikationen zur Verfigung. Die wichtigsten Modifikationen, die sich an die Biosynthese
der gesattigten Palmitinsdure anschlief3en, sind zum einen kettenverlangernde Schritte, die
von Elongasen ausgeflihrt werden, und zum anderen das Einflihren von einer oder mehreren

Doppelbindungen, welches von sauerstoffabhangigen Desaturasen tibernommen wird.
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Abbildung 2: links: anaerober Biosyntheseweg zu einfach ungesattigten Fettsduren, wie
Palmitblsaure; rechts: aerober Biosyntheseweg zu mehrfach ungesattigten Fettsauren,
wie Linolsaure.

Bei dem z.B. von prokaryotischen Bakterien, wie Escherichia coli, beschrittenen nicht-
sauerstoffabhangigen Weg werden einfach ungesattigte Fettsduren, wie Palmitolsaure, tber
den anaeroben Weg synthetisiert. Wie bei der aeroben Fettsaurebiosynthese beginnt diese
Route mit der wiederholten Verlangerung einer ACP-gebundenen Acetyleinheit mit Malonyl-
ACP-Einheiten. Sobald eine Kettenlange von 10 Kohlenstoffatomen erreicht ist, wird die
gebildete ACP-gebundene 3-Hydroxydecansaure unter Abspaltung von Wasser dehydriert,

wobei (E)-2-Decenoyl-ACP entsteht. Abweichend von der aeroben Fettsaurebiosynthese
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wird durch stereoselektive Umlagerung (Z)-3-Decenoyl-ACP gebildet, welches nachfolgend

durch weitere Malonyleinheiten bis zur Palmitdlsiure verlangert wird (siehe Abbildung 2).

Bis vor kurzem glaubte man, dass anaerob lebende Organismen nicht in der Lage seien,
mehrfach ungesattigte Fettsduren zu erzeugen. Seit wenigen Jahren zeichnet sich jedoch
ab, dass neben diesen beiden klassischen Biosynthesewegen ein weiterer Weg existiert.
Offensichtlich kbnnen marine Bakterien Polyketid-Synthasen dazu verwenden, um mehrfach
ungesattigte Fettsduren wie Arachidonsaure (5) oder Eicosapentaensaure (6) zu erzeugen
(siehe Kapitel 3.7). 112

Obwohl dieser ,neue“ Weg eine weitere Moglichkeit darstellt, mehrfach ungesattigte Fett-
sauren zu biosynthetisieren, ist der ,klassische® Weg unter Beteiligung von Desaturasen

wichtiger und weiter verbreitet.

1.3 Nomenklatur von Desaturasen
Ganz allgemein handelt es sich bei Desaturasen um Enzyme, die in der Lage sind,

regiospezifisch Doppelbindungen in aliphatische Bereiche von Biomolekiilen, wie z.B.
Fettsauren "> Sphingolipiden ['® ' oder Sterole!'® einzufiihren. Die reinen Fettsduredesa-
turasen bilden die bei weitem grofite Klasse, wobei zwei Gruppen unterschieden werden
kénnen. Einerseits kennt man Desaturasen, die eine erste Doppelbindung in das Kohlen-
stoffgerlst einer vollstdndig gesattigten Fettsaure einflihren. Ein Beispiel hierfir ist die in
allen lebenden Organismen vorkommende A°-Desaturase, welche die Uberfiihrung von
Stearinsaure (1) in Olsaure (2) katalysiert. Andererseits kennt man Desaturasen, die Doppel-
bindungen zu bereits im Molekll vorhandenen Unséttigungen hinzufigen. Wird die neue
Doppelbindung zwischen der polaren Kopfgruppe und der bereits existierenden Doppel-
bindung erzeugt, bezeichnet man diese Desaturasen als ,front-end“-Desaturasen. Wird
hingegen die neue Doppelbindung zwischen einer bereits vorhandenen Doppelbindung und
dem Alkylterminus erzeugt, spricht man von ,methyl-end“-Desaturasen. Entsprechend dieser
Unterteilung sind zwei Nomenklaturen zur Bezeichnung von Desaturasen gebrauchlich. Bei
der A-Nomenklatur wird die Position, an der die Desaturase eine Doppelbindung einflihrt,
von der Carboxylgruppe durchnummeriert und durch ein A-Symbol gekennzeichnet.
Demnach erzeugt eine A%-Stearoyldesaturase eine cis-Doppelbindung zwischen C(9) und
C(10) von Stearinsaure (1) und liefert Olsaure (2) als Produkt. Bei der o-Nomenklatur wird
die Kohlenstoffkette vom Alkylende durchgezahit. Eine Desaturase, die Ols&ure in Linolsdure
(4) Uberfahrt, indem eine Doppelbindung zwischen C(12) und C(13) erzeugt wird, kann somit

als A'?-Desaturase oder aber auch als (0-6)-Desaturase bezeichnet werden.
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1.4 Einteilung von Fettsauredesaturasen
Desaturasen lassen sich in zwei Klassen einteilen: in eine kleinere Klasse von l0slichen

Desaturasen, die bis heute lediglich in Pflanzen gefunden wurden und eine bei weitem
grolkere Klasse von membrangebundenen Desaturasen, die in fast allen Lebewesen

vorkommen, '3 14

Eine Gemeinsamkeit membrangebundener und Idslicher Desaturasen ist, dass nicht freie,
sondern veresterte Fettsguren die eigentlichen Substrate bilden. Obwohl die genaue Form
der Substrate bei den meisten Desaturasen unbekannt ist, gilt, dass I6sliche Desaturasen mit
ACP-veresterte Fettsauren als Substrate akzeptieren, wahrend membrangebundene
Desaturasen lipidgebundene Fettsduren oder mit Coenzym A veresterte Fettsauren als

Substrate umsetzen.

1.4.1 Losliche Desaturasen

Die Fettsdurebiosynthese von Pflanzen findet in Plastiden wie z.B. den Chloroplasten statt. >
I Diese Organellen enthalten neben membrangebundenen Desaturasen auch die Iésliche
Form einer A°-Stearyl-ACP-Desaturase. Solche I8slichen A%-Desaturasen wurden aus einer
Reihe von Pflanzen isoliert, wobei die A%-Desaturase aus Ricinus communis am besten
charakterisiert ist. ['® 1% 2021 Dag Ziel der Arbeiten an dieser 16slichen Desaturase ist, zu
einem umfassenden Verstandnis der strukturellen und mechanistischen Eigenschaften von
Desaturasen zu gelangen. Einen Meilenstein stellt die 1996 von Lindqvist et al
verdffentlichte Réntgenstruktur der A°-Desaturase aus Ricinus communis dar "1 bei der es
sich bis heute um die einzige Desaturase handelt, von der Rontgenstrukturdaten verfligbar
sind. B% Abbildung 3 zeigt die insgesamt drei Untereinheiten der Desaturase, wobei jede
Untereinheit aus einem Dimer besteht. Eingebettet in die Proteinhllle eines jeden Monomers
befindet sich ein Di-Eisenzentrum, welches das aktive Zentrum der Desaturase bildet (siehe
Abbildung 3b und 3c).
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Abbildung 3: a) Rontgenstruktur der I6slichen A°-Stearyl-ACP-Desaturase aus Ricinus communis; b)
hydrophober Substratkanal mit modelliertem Substrat; ¢) Blick auf den Fe"'Fe"-Komplex
im aktiven Zentrum des Enzyms.

In der Nahe des aktiven Zentrums kann ein hydrophober Kanal identifiziert werden, in dem
eine hineinmodellierte Stearinsdure so zu liegen kommt, dass die Methylengruppen dem
Eisenzentrum exponiert sind, zwischen denen die Doppelbindung gebildet wird (siehe
Abbildung 3b). Ein Blick auf die unmittelbare Umgebung der Eisenzentren zeigt, dass die
Metallatome von Glutamat- und Histidinliganden koordiniert sind (siehe Abbildung 3c).
Dieses Koordinationsmuster aus zwei Histidin- und vier Glutamatliganden, wobei ein
Glutamat-Rest durch Aspartat ersetzt sein kann, ist charakteristisch fiir 16sliche Desaturasen.
Abgekirzt mit dem Einbuchstabencode fir Aminosauren bezeichnet man diese

Gemeinsamkeit auch als [(D/E)X2H], Konsensus-Motiv.

Kiirzlich wurden weitere Kristallstrukturen der 16slichen A°-Desaturase aus R. communis mit
gebundenem Azid und Acetat verdffentlicht. % Alle bis heute verfiigbaren Kristallstrukturen
zeigen jedoch ausschlieRlich die A°-Desaturase in ihrer nicht mit Sauerstoff aktivierten und
damit nicht zur Katalyse befahigten Form. Rontgenstrukturdaten von Desaturasen mit

gebundenem Sauerstoff und/oder gebundenem Substrat existieren bis heute nicht.

1.4.2 Membrangebundene Desaturasen

Trotz intensiver BemlUhungen ist es bisher nicht gelungen, die Rdntgenstruktur einer
membrangebundenen Desaturase zu erhalten. Deshalb stitzt sich das Wissen Uber

membranassoziierte Desaturasen vor allem auf die Ergebnisse aus bioinformatischen
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Ansatzen. Hierzu wurden innerhalb der letzten Jahre in schneller Abfolge mehr als 400
Desaturasen unterschiedlicher Herkunft kloniert und deren Sequenzdaten miteinander
verglichen. B" 3 Auf Basis der abgeleiteten Aminosduresequenzen konnte ein allgemeines
Modell der Struktur membrangebundener Desaturasen entworfen werden. B" 32 Alle Desa-
turasen weisen in ihrer Aminosauresequenz ausgepragte hydrophobe Bereiche auf, von
denen man annimmt, dass sie vier transmembranen Helices (TM1-4) entsprechen (siehe
Abbildung 4). ['*3'321 Zwischen diesen hochkonservierten transmembranen Bereichen finden
sich weitere, variablere hydrophobe Doménen (a,B,e). Mit diesen Abschnitten verbunden
sind drei histidinreiche Segmente (H1-H3). Da bis auf einzelne Ausnahmen alle
membrangebundenen Desaturasen diese, aus insgesamt acht Histidinresten bestehenden,
so genannten Histidinboxen besitzen, geht man davon aus, dass diese Aminosauren fur die
Koordination der Di-Eisenzentren im aktiven Zentrum verantwortlich sind. '* ' 3" Zudem
konnten Shanklin et al. durch gerichtete Mutagenese zeigen, dass jedes der 8 Histidine fir

die katalytische Aktivitit einer A°-Desaturase aus der Ratte notwendig ist. %

Es ist gut vorstellbar, dass die variablen hydrophoben Bereiche o, und ¢ sowohl die Lage
der Histidinboxen festlegen, als auch die GroRe der Substrattasche beeinflussen. Durch

Variation dieser Bereiche lielse sich so die Kettenlangenspezifitat und die Regiokontrolle von

[31, 32]

membranstandigen Desaturasen beeinfluen.

COOH

Abbildung 4: Modell membrangebundener Desaturasen (TM1-4: transmembrane Helices; H1-H3:
Histidinboxen; a,B,¢: variable hydrophobe Bereiche). 132

1.5 Mechanistische Aspekte von Desaturasen
1.5.1 Die Elektronentransportkette

Bei der Einflhrung von Doppelbindungen durch Desaturasen handelt es sich um einen

sauerstoffabhangigen Prozess. Bereits K. Bloch konnte durch seine Arbeiten seit den 1960er
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Jahren zeigen, dass neben der Desaturase und molekularem Sauerstoff weitere Co-
Faktoren und Co-Enzyme an dem DesaturierungsprozeR beteiligt sind (siehe Abbildung 5). ©
Diese fungieren als Elektronenlbertrager, um die Desaturase nach der Desaturierung aus
ihrer oxidierten Form wieder in die reduzierte Form zu Gberfliihren und so den Katalysezyklus
zu schlieBen. Die von l6slichen und membrangebundenen Desaturasen verwendeten
Elektronentransportsysteme unterscheiden sich im Detail. Bei der Elektronentransportkette
von |6slichen Desaturasen werden zunachst zwei Elektronen von NADPH auf das
Flavoprotein NADPH-Ferredoxin-Oxidoreduktase Ubertragen, welches anschlielend beide
Elektronen einzeln auf zwei Ferredoxin-Proteine Ubertragt. Jedes Ferredoxin Ubertragt

schlieRlich ein Elektronen auf eines der beiden Eisenzentren der oxidierten Desaturase. ['*

NADP* FNRred 2 Fdox Des'ed Stearyl-ACP + O,
NADPH FNROX 2 Fdred Des®™ Oleyl-ACP + H,0
Ferredoxin- Ferredoxin Desaturase
Oxidoreduktase

Abbildung 5: Elektonentransportkette I6slicher A%-ACP-Desturasen.

Der Elektronentransport in membrangebundenen Desaturasen verlauft analog, lediglich die
verwendeten Elektronentbertrager unterscheiden sich. Die bendtigten Elektronen werden in
diesem Fall von NADH/H® zur Verfligung gestellt, auf das Flavoprotein Cytochrom bs-
Reduktase Ubertragen und von diesem an den Einelektronentbertrager Cytochrom bs
weitergegeben. Cytochrom bs, das bei vielen ,front end“Desaturasen direkt mit der
Desaturase verbunden ist, % 3° stellt das letzte Element der Kaskade dar und Uberfihrt die

Desaturase von der oxidierten in die reduzierte Form.

1.5.2 Rolle des katalytisch aktiven Di-Eisenzentrums

Nachdem das Di-Eisenzentrum durch Elektronenlibertragung von Cytochrom bs bzw.

"Form zur Fe'"Fe'-Form reduziert wurde, erfolgt in einem

Ferredoxin von seiner Fe'"Fe
nachsten Schritt die Bindung von molekularem Sauerstoff durch das Di-Eisenzentrum. Dabei
wird der zur Desaturierung befahigte, mit Sauerstoff aktivierte, Di-Eisenkomplex gebildet. Die
Vorstellung, Uber welche Zwischenstufen die Sauerstoffkomplexierung verlauft und welche
Struktur der katalytisch aktive Eisenkomplex besitzt, resultiert zu einem Grofteil aus dem
Vergleich der I6slichen A%-Desaturase aus Rizinus mit der I8slichen Form der
Methanmonooxygenase (sMMO). Bei der I6slichen MMO handelt es sich um ein Enzym, das
die wirtschaftlich interessante Hydroxylierung von Methan zu Methanol katalysiert und

ebenfalls ein nichtham-gebundenes Di-Eisenzentrum enthalt. Im Gegensatz zur I&slichen A°-
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Desaturase existieren von Methanmonooxygenasen verschiedener Herkunft Réntgenstruk-
turen, die dieses Enzym sowohl in seiner reduzierten Fe'Fe'-Form als auch in seiner mit

Hydroxid-Gruppen verbriickten Fe"Fe"

-Form zeigen. In den letzten Jahren konnten mit Hilfe
von spektroskopischen Methoden ®® und zunehmend auch durch quantenchemische
Rechnungen B die {ibrigen Stadien des Katalysezyklus erganzt werden. “***! Heute wird
deshalb allgemein angenommen, dass aus der reduzierten Form der sMMO durch Anlager-
ung von molekularem Sauerstoff in einem ersten Schritt ein Peroxokomplex gebildet wird. In
einem nachfolgenden Schritt lagert sich dieser in einen rautenférmigen Bis(u-
oxo)dieisen(IV)-komplex um, bei dem beide Eisenatome in der formalen Oxidationsstufe +IV
vorkommen. Dieser auch als ,Compound Q“ bezeichnete Eisenkomplex gilt als reaktive
Spezies und katalysiert die Oxidation von Methan zu Methanol, wobei der Di-Eisenkomplex

in seine Fe"'Fe"-Form (iberfiihrt wird (sieche Abbildung 6).

Rontgen/M6Rbauer/
ESR/MCD

2H* + 2e

Rontgen/MoéRbauer/
ESR/EXAFS

V-Vis/
MoRbauer

CH,OH

CH, UV-Vis/EXAFS/
MoRbauer

Abbildung 6: Katalysezyklus der Hydroxylierung von Methan durch die I8sliche Methanmono-
oxygenase (MMOQO). Die verschiedenen spektroskopischen Methoden zur Charakter-
isierung der Komplexe sind jeweils angegeben.

Aufgrund der groRen Ubereinstimmung in der Ligandenumgebung der Di-Eisenzentren von
l6slicher A’-Desaturase und I18slicher MMO (siehe Abbildung 7) in der reduzierten Fe'Fe'-
Form geht man allgemein davon aus, dass die Komplexierung von Sauerstoff analog zur
sMMO auch in Desaturasen Uuber Peroxo-Zwischenstufen zu Bis(u-oxo)dieisen(IV)-
komplexen mit rautenformiger Struktur fiihrt. Diese Annahme wird durch Untersuchungen
mittels MéRbauer- und Resonanz-Raman-Spektroskopie an der Idslichen A°-Desaturase aus

Rizinus bestatigt. (1526 28.40. 4]
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o el o Glu Glu
Glu—< H-O >—GI ﬁ\ Glu
O~\ II 2___.—-O~\ :O ! E O / 07/
JFes ‘Fe"'o Fe' F

i il U Sl G

Abbildung 7: Vergleich der aktiven Zentren von reduzierter I6slicher MMO (links) und A°-ACP-

Desaturase (rechts).

Als experimenteller Hinweis auf die Existenz eines Bis(u-oxo)dieisenzentrums kann man
Ergebnisse von Que et al. werten, die zeigen konnten, dass synthetische Bis(u-
oxo)dieisen(lll,IV)-komplexe mit Ethylbenzen als Substrat eine, wenn auch schwache,

Hydroxylierungs- und Desaturierungsaktivitat zeigen. *° 4!

Bis heute ist es nicht gelungen, die zur Charakterisierung der Idslichen A°-Desaturase
eingesetzten spektroskopischen Methoden auf die Untersuchung von membrangebundenen
Desaturasen zu Ubertragen. Streng genommen muss deshalb die Struktur des reaktiven Di-
Eisenkomplexes flir membrangebundene Desaturasen als unbekannt angesehen werden.
Aufgrund der Parallelen zwischen der Ligandenumgebung von membranstindigen und
I6slichen Desaturasen, abgeleitet aus den Sequenzhomologien, ist es jedoch wahrscheinlich,

dass die Sauerstoffkomplexierung ebenfalls zu einem Bis(u-oxo)dieisen(IV)-komplex flhrt.

2e+2H

2 H,0

Roéntgen/MoRbauer/

Abbildung 8: Postulierter Katalysezyklus fir die Desaturierung von Fettsauren.
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Abbildung 8 zeigt schematisch einen Katalysezyklus, wie er zumindest fiir die 16sliche A°-
Desaturase aus Rizinus angenommen werden kann. Dabei sind experimentelle und
spektroskopische Befunde berlcksichtigt, die zeigen, dass die Substratbindung der
Sauerstoffkomplexierung vorausgeht. 1?2 2% 2. 471 Aktuelle Untersuchungen zur Kinetik des
Desaturierungsprozesses deuten zudem darauf hin, dass moglicherweise die Schritte 1 und
2 in Abbildung 8 in umgekehrter Reihenfolge verlaufen. % Eine Umordnung der Liganden-

sphére, die als Folge der Substratbindung angenommen wird, ist nicht dargestellt. 2% 7]

1.6 Mechanismus der Desaturierung
Seit mehr als 40 Jahren ist die Frage, wie Desaturasen zwei Wasserstoffatome aus

benachbarten unaktivierten Methylengruppen entfernen, um so entweder (E)- oder (Z)-
Doppelbindungen zu erzeugen, Gegenstand intensiver Forschung. ® ™ ! Um den
mechanistischen Verlauf der Desaturierung zu studieren, wurden zunachst Substratsonden
mit Tritum- und *C-Markierung eingesetzt. Seit der Etablierung der Massenspektrometrie
finden nahezu ausschlief3lich deuteriumsubstituierte Sonden Verwendung. Auf Basis der
Experimente mit solchen isotopenmarkierten Substratsonden und dem Wissen Uber die an
der Katalyse beteiligten Di-Eisen-Komplexe konnte ein mechanistisches Modell entworfen

werden, das in Ubereinstimmung mit allen experimentellen Daten ist (sieche Abbildung 9).

HS
(@] ’ R2
R _K
7 " ho
c ~
oy Y
O, IV mo
IV N IV / i O\”,
LFel Fel, '-nFe\aFe'-n LFe “Fel,
(3) Hs langsam | {|‘—|S schnell } .
C L > g2 syn-Elimierung /" R2
1 s 1 3 R1(
Hs i
~ ,/
e . S
A Hs © -H
—R?
H
b

Abbildung 9: Verschiedene mechanistische Modelle der Desaturierung: a) radikalischer
Disproportionierungs-Mechanismus; b) Mechanismus Uber Carbokation; ¢)
Mechanismus Uber Alkohol als Zwischenstufe.

Dieses Modell nimmt als reaktive Spezies einen Bis(u-oxo)dieisen(IV)-komplex an, der in

einem ersten energetisch aufwendigen Schritt eine nicht-aktivierte C-H-Bindung spaltet.
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Unter Abstraktion eines Wasserstoffatoms entsteht dabei eine kurzlebige Zwischenstufe.
Unmittelbar auf diesen ersten Schritt folgt der Verlust eines weiteren Wasserstoffatoms von
der benachbarten Methylengruppe, wobei die Doppelbindung entsteht und Wasser gebildet
wird. Zur Struktur des kurzlebigen Intermediats und dessen Zerfalls existieren verschiedene
Vorschlage. Von den meisten Autoren wird ein Modell favorisiert, wie es in Abbildung 9a
gezeigt ist. "9°4 An die Generierung einer radikalische Zwischenstufe schlieRt sich die
schnelle Disproportionierung dieser Spezies an, wobei das Olefin, der reduzierte Fe'"Fe'-
Eisenkomplex und Wasser entstehen (Weg a). * Von anderen Autoren wird vorgeschlagen,
dass ein Carbokation durch Ubertragung eines Elektrons von der radikalischen
Zwischenstufe auf das Di-Eisenzentrum gebildet wird. Durch anschlieRende Deprotonierung
wird dann das Olefin gebildet (Weg b). P Auch fir den Mechanismus der
Methanmonooxygenase wurde das Auftreten maoglicher kationischer Zwischenstufen durch
Oxidation eines radikalischen Intermediats vorgeschlagen. Dieser Weg gilt jedoch
inzwischen als unwahrscheinlich. *° Als dritte Alternative kommt eine Route in Frage, bei der
eine Rickubertragung der eisengebundenen Hydroxygruppe auf die radikalische
Zwischenstufe erfolgt, woran sich die schnelle, von der Lewis-Saure Fe(lll) vermittelte
Eliminierung von Wasser anschlie3t (Weg c). Dieser Weg gilt jedoch ebenfalls als wenig
wahrscheinlich, da bereits in Arbeiten von Bloch et al. gezeigt werden konnte, dass weder 9-

Hydroxy- noch 10-Hydroxystearinsédure in Hefen zu Olsaure metabolisiert werden. ©°

Die unterschiedlichen Vorschlage uUber die Struktur des kurzlebigen Intermediats (Radikal
oder Carbokation) und sein weiteres Schicksal ahnelt zu einem gewissen Grad der derzeit
intensiv. und kontrovers  gefuhrten Diskussion zum Mechanismus  der

Methanmonooxygenase. 1> %% 57 %8l

Hier haben die zum Teil widersprichlichen
experimentellen Ergebnisse mit Radikalfallen und Radikaluhren (radical traps und radical
clocks) P9 155 €064 qazy gefiihrt, dass mittlerweile insgesamt vier verschiedene, durch
quantenmechanische Rechnungen gestltzte, Modelle existieren, die den Mechanismus der
Hydroxylierung von Methan zu erklaren versuchen. Die mechanistischen Vorschlage reichen
dabei von einem nicht-radikalischen Weg, der eine starke Wechselwirkung zwischen dem

[58]

Substrat und einem der Eisen-lonen annimmt, bis zu einem Modell, das als

t. 13 ¢ Andere Autoren schlagen die Existenz

Zwischenstufe ein Carbokation voraussetz
eines asynchron-konzertierten zusatzlich zu einem ,klassischen® rebound-Mechanismus vor,
bei dem das Auftreten kohlenstoffzentrierter Radikale ausbleibt. ®° % ¢ Trotz dieser
Unterschiede herrscht in einigen Punkten Einigkeit in Bezug auf die mechanistischen
Aspekte der Hydroxylierung. Einerseits wird allgemein akzeptiert, dass bei der
Hydroxylierung durch MMO kurzlebige Zwischenstufen entstehen, die eine homolytische
Spaltung einer C-H-Bindung voraussetzen. Andererseits werden von den meisten Autoren so

genannte ,gebundene Radikale® (bound radicals) als Intermediate angenommen, also
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Radikale, deren Freiheitsgrade eingeschrankt sind und daher in ihrer Reaktivitat limitiert sind.
[55, 57, 67]

Vor dem Hintergrund der Diskussion uUber die mechanistischen Details der I6slichen
Methanmonooxygenase und der strukturellen Verwandtschaft von Iéslicher Desaturase und
Methanmonooxygenase ist das Bild eines kohlenstoffzentrierten Radikals als Zwischenstufe
der Desaturierung moglicherweise nur eine erste Naherung. Zwei Punkte sind jedoch flir den

Desaturierungsprozess von zentraler Bedeutung:

e Es handelt sich um einen suprafacialen Prozess, d.h. der Verlust von zwei
Wasserstoffatomen erfolgt als syn-Eliminierung. Dabei verlauft die Eliminierung unter
absoluter Stereokontrolle, da das Substrat ausschlieRlich aus einem Halbraum

heraus angegriffen wird.

e Der initiale C-H-Bindungsbruch ist geschwindigkeitsbestimmend und fihrt zu einer
kurzlebigen Zwischenstufe. Der anschlielende Verlust eines benachbarten
Wasserstoffatoms erfolgt hingegen sehr schnell und ist damit nicht mehr fir den

Desaturierungsprozess geschwindigkeitsbestimmend.

Diese beiden Punkte wurden durch eine Vielzahl von experimentellen Untersuchungen
sowohl fur Desaturasen, die (Z)- , als auch fur Desaturasen, die (E)-Olefine erzeugen,
bestatigt. Alle Erkenntnisse basieren dabei auf Experimenten mit Substratsonden, die
einerseits der Untersuchung zum stereochemischen Verlauf und andererseits der

Bestimmung von kinetischen Isotopeneffekten dienen.

1.6.1 Untersuchungen zum stereochemischen Verlauf der Desaturierung

Um den stereochemischen Verlauf der Desaturierung unbekannter Desaturasen aufzuklaren,
hat es sich bewahrt, Substratsonden einzusetzen, die an den von der Desaturierung
betroffenen Methylengruppen enantioselektiv isotopenmarkiert sind. % 71 Wahrend in
frihen Arbeiten oft tritiummarkierte Substratsonden eingesetzt wurden und der Verlust an
Radioaktivitat als Folge der Desaturierung beobachtet wurde, werden heute ausschlieRlich
deuteriummarkierte Sonden eingesetzt. Nach Umsetzung dieser Substrate mit der
relevanten Desaturase kdénnen die Metabolite massenspektrometrisch untersucht werden.
Anhand der aufgetretenen Deuterium- bzw. Wasserstoffverluste kann letztlich zwischen
einem syn- oder einem anti-Eliminierungsmechanismus unterschieden werden. Diese
Strategie ist am Beispiel der A'-Desaturase aus Mamestra brassicae verdeutlicht. Die
Desaturierung  von  (11S,12R)-[*H4]-Palmitinsdurel’?  fihrt zum  Verlust beider
enantiospezifisch eingebrachten Deuteriummarkierungen und beweist damit, dass die
Desaturierung im Sinne einer syn-Eliminerung unter Verlust des C(11)-Hg und des C(12)-Hr
erfolgt. [*®
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Abbildung 10: Desaturierung von enantiospezifisch markierter Palmitinsdure 9 durch eine AN
Desaturase aus Mamestra brassicae.

Der stereochemische Verlauf, bei dem ein pro(R)-Wasserstoff von der der Carboxylgruppe
naheren Methylengruppe und ein weiteres pro(R)-Wasserstoffatom von der weiter entfernten
Methylengruppe abstrahiert wird, ist in allen bis heute untersuchten (Z)-selektiven
Desaturasen identisch. Damit verlaufen nicht nur alle Desaturierungen zu (2)-
Doppelbindungen als syn-Eliminierungen, sondern dariber hinaus in allen Desaturasen mit

identischer absoluter Stereoselektivitat.

Im Gegensatz zu der groRen Anzahl an Desaturasen, die (Z)-Doppelbindungen generieren,
gab es bis zu Beginn dieser Arbeit nur ein literaturbekanntes Beispiel, bei dem die
Stereochemie einer (E)-Desaturase untersucht wurde. Bei dieser Desaturase handelt es sich
um die A"'-(E)-Fettséuredesaturase aus der Motte Spodoptera littoralis. Auch hier erfolgt die
EinfUhrung der Doppelbindung als syn-Eliminierung unter analoger absoluter stereofacialer
Kontrolle, wie sie fir alle (Z)-Desaturasen berichtet wurde. Dabei werden der pro(R)-

Wasserstoff von C(11) sowie der pro(S)-Wasserstoff von C(12) abgespalten. ©°!

1.6.2 Bestimmung kinetischer Isotopeneffekte

Zusatzlich zu den Untersuchungen zum stereochemischen Verlauf mit enantiospezifisch
markierten Substratsonden lassen sich weitere mechanistische Aspekte der Desaturierung

durch die Bestimmung von kinetischen Isotopeneffekten aufklaren.

Bedingt durch die unterschiedlichen Massen von Wasserstoff und Deuterium unterscheiden
sich die Frequenzen einer C-H- von der einer C-D-Streckschwingung im
Schwingungsgrundzustand. Die damit verbundene Nullpunktsenergie ist fir eine C-D-
Bindung niedriger als flr eine C-H-Bindung. Um eine C-D-Bindung zu brechen, muss zum
Erreichen des Ubergangszustandes mehr Energie aufgebracht werden, als fir eine C-H-
Bindung. Daher unterscheiden sich die Reaktionsgeschwindigkeiten fir eine C-D- und eine
C-H-Bindungsspaltung voneinander; beide Reaktionen sind an unterschiedliche
Geschwindigkeitskonstanden ky und kp gekoppelt. Das Verhaltnis ky/kp wird als kinetischer
Isotopeneffekt (KIE) bezeichnet und kann unterschiedliche Werte annehmen. Deutliche KIE
(>2) sind immer dann zu erwarten, wenn der  Bindungsbruch im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt einer Reaktion stattfindet, wahrend
vernachlasssigbare KIE auftreten, wenn der Schritt nicht geschwindigkeitsbestimmend ist.

Ubertragen auf den Mechanismus der Desaturierung bedeutet es, dass es durch die
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Messung von kinetischen Isotopeneffekten moglich ist, die geschwindigkeitsbestimmende(n)
C-H-Bindungspaltunge(n) zu identifizieren.

Kinetische Isotopeneffekte wurden experimentell fir eine Reihe membrangebundener

[29, 49, 51. 73781 Dabei wurde ausnahmslos gefunden, dass der

Desaturasen bestimmt.
Wasserstoffverlust von dem der Carboxylgruppe naheren Kohlenstoffzentrum einen hohen
KIE in der GréRenordnung von 3,9-8,0 aufweist. Die Abspaltung eines Wasserstoffatoms aus
der Methylengruppe, die dem Alkylende am nachsten ist, weist hingegen einen KIE von etwa
1,1 auf. Dieser Trend eines hohen und eines vernachlassigbaren KIE ist in vollkommener
Ubereinstimmung mit dem radikalischen Disproportionierungsmechanismus in Abbildung 9
(Weg a). In einem ersten geschwindigkeitsbestimmenden und energetisch aufwandigen
Schritt wird eine nichtaktivierte C-H-Bindung gespalten und ein radikalisches Intermediat
gebildet. Wahrend dieser Schritt erwartungsgemal® einen hohen KIE aufweist, ist die
nachfolgende R-Eliminierung eines weiteren Wasserstoffatoms schnell und zeigt keinen KIE.
Zwar ist dieser Trend prinzipiell auch mit den beiden anderen in Abbildung 9 gezeigten
Reaktionsmechanismen konform, doch erscheinen diese aus den in Kapitel 1.5 genannten
Grunden weniger wahrscheinlich. In jedem Fall sollte der Ort des hohen KIE der
Methylengruppe entsprechen, an dem das Di-Eisenzentrum angreift. Untersuchungen dieser

Art werden daher auch Untersuchungen zur Kryptoregiochemie genannnt. %5
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Abbildung 11: Der initiale C-H-Bindungsbruch erfolgt etwa 4-8 mal (ku/kp = 4-8) schneller als der C-
D-Bindungsbruch. Bei einem 1:1-Verhaltnis der Edukte stellt sich demzufolge ein
Verhaltnis der Produkte von 4-8 zu 1 ein.

Die Befunde an membrangebundenen Desaturasen stehen im vermeintlichen Gegensatz zu
Untersuchungen an der I6slichen A>-ACP-Desaturase aus Rizinus. Fiir dieses Enzym wurde
sowohl an C(9) als auch an C(10) ein KIE nahe eins beobachtet. ? In einer kiirzlich

erschienenen Studie konnte jedoch ein kinetisches Modell fir den gesamten
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Desaturierungsprozess aufgestellt werden, welches eine plausible Erklarung fiir die
niedrigen experimentellen KIE liefert. *® Ferner konnten die Autoren zeigen, dass auch im
Fall der I6slichen A°-ACP-Desaturase aus Rizinus der intrinsiche KIE, also jener, der
unmittelbar mit der C-H bzw. C-D-Bindungsspaltung verbunden ist, bei etwa 10 liegt. Das
Ergebnis dieser Untersuchung verdeutlicht die Komplikationen, die grundsatzlich bei der

[7>%11 im Vergleich zu chemischen

Bestimmung von KIE bei enzymkatalysierten Reaktionen
Reaktionen auftreten konnen. Bei Enzymreaktionen sind Prozesse wie Substratbindung,
Elektronentransport oder Produktfreisetzung beteiligt, was dazu fihren kann, dass die
experimentellen KIE maskiert werden. 2 #3 Daher ist nicht unbedingt der absolute Wert der
kinetischen Isotopeneffekte aussagekraftig, sondern vielmehr der Trend eines deutlichen und

eines vernachlassigbaren KIE.
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2. Aufgabenstellung

Desaturasen gehoéren zu einer weit verbreiteten Enzymfamilie, die Doppelbindungen in
unaktivierte Alkylsegmente einfihren konnen. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden
konnten in den letzten Jahren mehrere hundert Desaturasen kloniert und weitestgehend
funktionell charakterisiert werden. Neben den bekannten Fettsduredesaturasen wurden

zahlreiche Desaturasen mit neuartiger Funktion entdeckt.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, einige dieser ungewdhnlichen Desaturasen aus Pflanzen, Hefen
und Insekten mechanistisch zu charakterisieren. Da es sich bei der Uberwiegenden Anzahl
von Desaturasen um solche handelt, die stereo- und regioselektiv (Z)-Doppelbindungen in
das Alkylgerust von Fettsduren einfiigen, kann man solche Desaturasen als ungewdhnlich
betrachten, die in der Substratwahl, der Regio- oder der Stereokontrolle von (Z)-selektiven
Desaturasen abweichen. Folgende Desaturasen sollen daher eingehend mechanistisch

untersucht werden:

e eine nicht stereoselektiv arbeitende A%-(E/Z)-Desaturase aus dem Sphingolipid-
stoffwechsel der Sonnenblume Helianthus annuus, die neben (E)- auch (2)-

Doppelbindungen generiert,

e eine A*-(E)-Desaturase aus der Hefe Candida albicans, die an der Biosynthese von

Sphingosin beteiligt ist,

e eine A%(E)-Desaturase, die an der Biosynthese der Sexualpheromone in der Motte

Antheraea polyphemus beteiligt ist,
o eine unspezifische A''-(E/Z)-Desaturase aus dem Insekt Argyrotaenia velutinana und

e eine Desaturase aus dem Granatapfel Punica granatum, welche eine 1,4-

Dehydrogenierung bei der Biosynthese der Punicinsdure katalysiert.

Eine mechanistische Untersuchung dieser Desaturasen sollte mit Hilfe isotopenmarkierter
Substrate als Sonden erfolgen. Zum einen sollte mit enantioselektiv deuterierten Substraten
der stereochemische Verlauf der Desaturierung untersucht werden. Zum anderen sollten,
durch die Bestimmung von kinetischen Isotopeneffekten, weitere mechanistische Details

herausgearbeitet werden.

Neben den mechanistischen Arbeiten an Desaturasen sollten isotopenmarkierte
Stoffwechselsonden zur Untersuchung einer Elongase aus dem Moos Physcomitrella patens
sowie einer A'-Desaturase aus der Alge Phaeodactylum tricornutum hergestellt werden.
Diese Arbeiten wurden im Wesentlichen im Arbeitskreis von Prof. E. Heinz am Institut fur
Allgemeine Botanik in Hamburg durchgefihrt und durch die Synthese von artifiziellen

Substratsonden unterstitzt.



18 Aufgabenstellung

Die mechanistischen Studien an Desaturasen gliedern sich in drei Teile; die Synthese von
isotopenmarkierten Substratsonden, die Futterungsstudien mit diesen Substraten und die

HPLC/MS- und GC/MS-Analytik der resultierenden Metabolite.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese von deuterierten Fettsduren
Deuterierte Fettsduren, die zur Untersuchung der mechanistischen Aspekte von

Desaturasen geeignet sind, missen einer Reihe von Anforderungen gentigen. Entscheidend
ist ein hoher Deuterierungsgrad an den bei der Desaturierung beteiligten Zentren, und im
Falle einer enantioselektiv eingebrachten  Markierung, zusatzlich ein  hoher
Enantiomerenuberschuss (ee > 95 %). Da der Desaturierungsprozess mit einem kinetischen
Isotopeneffekt behaftet ist, wiirde ein grofRer kinetischer Isotopeneffekt bei einem gleichzeitig
geringen Markierungsgrad (<90-95 %) des Substrats dazu flhren, dass vermehrt der
nichtmarkierte Anteil desaturiert wird. Eine genaue Bestimmung von Isotopeneffekten oder
eine eindeutige Zuordnung des stereochemischen Verlaufs der Desaturierung ware nicht
mehr moglich. Fur den Erfolg einer Synthese mit hohen Markierungsgraden ist daher
entscheidend, auf Schritte zu verzichten, die zu einem Verlust der eingebrachten Markierung
oder zu einer statistischen Verteilung von Deuteriumatomen Uber das Molekulgerust, dem so
genannten Isotopenscrambling, fuhren. Um deuterierte Fettsauren als chemische Sonden fur
Desaturasen einsetzen zu kénnen, muss bei der Konzeption der Synthese als weiterer Punkt
beachtet werden, dass in jedem Fall das kunstliche Substrat auch nach der Desaturierung
vom natlrlichen Produkt unterscheidbar bleibt. Deshalb missen geeignete Sonden nicht nur
eine Deuteriummarkierung an den Zentren tragen, an denen die Desaturase die
Doppelbindung einflhrt, sondern zusatzliche Marker im Molekll enthalten. Eine solche
Aufgabe kann beispielsweise von Schwefelatomen in der aliphatischen Kette oder von

zusatzlichen Deuteriumatomen im Molekdul erftllt werden.

Neben deuterierten Fettsduren wurden innerhalb dieser Arbeit eine Reihe ungesattigter
Fettsauren zur Untersuchung von Desaturasen, Elongasen und fir die Aufklarung von

Fettsaurebiosynthesewegen in verschiedenen Organismen synthetisiert.

Die Synthesen der in dieser Arbeit verwendeten Fettsauren lassen sich in drei Kategorien
einteilen; die Synthese gesattigter, einfach ungesattigter und mehrfach ungesattigter
Fettsauren. Im Folgenden wird zunachst die allgemeine Synthesestrategie flir jede dieser
Klassen vorgestellt, an die sich die Synthese der individuellen Fettsduren anschliefl3t. Eine

Ubersicht der synthetisierten Fettsduren sowie deren Verwendungszweck gibt Tabelle 1.
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Synthetisierte Fettsaure Synthese Verwendung

D DD (0]

/'\)Q/\)I\ A8-(E/Z)-Sphingolipiddesatura-
CoH1g on 2

= Kap. 3.1.1 | se aus H. annuus. Kap. 3.2.2

O

D0 A*-Dihydroceramiddesaturase
WM 31 Kap 311 .
T OH aus C. albicans. Kap 3.2.3
DD 5

aus A. velutinana. Kap. 3.4
p.p ¢ A%-(E/Z)-Sphingolipiddesatura-
/\/\/\/\/\2&/\)’\0,4 38 Kap. 3.1.1 (Eiz)-Sphingolip
se aus H. annuus. Kap. 3.2.2
D DD 0 A8-(E/Z)-Sphingolipiddesatura-

A X . = Kap. 3.1.1
CgH1 OH se aus H. annuus. Kap. 3.2.2
A COOH Pheromonbiosynthese in A.
CrHis” Y T 61 Kap. 3.1.2

D p p AV'-(E/Z)-Fettsduredesaturase
. O TN 37 | Kap. 3.1.1
Y COOH
D

DD polyphemus. Kap. 3.3
C7H15WCOOH 62 Kap. 3.1.2 Pheromonbiosynthese in A.
DD polyphemus. Kap. 3.3
D D 8 e
A°-(E/Z)-Sphingolipiddesatura-
C7H15/>8S(\/\/COOH 63 Kap 3.1.2 ( ) PRINGOTP
gbdb se aus H. annuus. Kap. 3.2.2
COOH A®-(E/Z)-Sphingolipiddesatura-
CrHis” Y T 64 Kap. 3.1.2 (E/2)-Sphingolip
D D se aus H. annuus. Kap. 3.2.2
0 A'-Fettsauredesaturase aus

J\/\/\/Z\/\/\/\/ 67b | Kap. 3.1.3
RO P. tricornutum. Kap. 3.5

— /=—\ COOH A'’-Fettsiduredesaturase aus
NN\ s Kap. 3.1.3

7 P. tricornutum. Kap. 3.5
Q Pheromonbiosynthese in A.
— 71 Kap. 3.1.3
5 OH polyphemus. Kap. 3.3
D D
80 m=6,n=2

Elongase aus Physcomitrella

H3C\‘4=\/=\/=X/),COOH 90 m=5,n=3 | Kap. 3.1.3
m n 91 m=3,n=5 patens. Kap. 3.7

92 m=2,n=6

/\L/\Ba/\/\ 108 Kap. 3.1.4 Konjugase aus Punica
Gty _ COOH ap. 3.1.

granatum. Kap. 3.6

Tabelle 1: Ubersicht synthetisierter Fettsduren und deren Verwendung.
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3.1.1 Synthese gesattigter isotopenmarkierter Fettsauren

Der synthetische Zugang zu enantiospezifisch deuterierten Fettsauren basiert auf einer
Verknupfung von klassischer Acetylenchemie zum Aufbau des Kohlenstoffgrundgerists mit
einer enzymatischen Reduktion zum Aufbau der chiralen Zentren und wird durch eine
kettenverlangernde metallmedierte Kreuzkupplung zweier lodide abgeschlossen (siehe
Abbildung 12).

Db oD 0 Db b D O D O
RWOH — R/'\:)<I — R/'\:)LOH — RMOH
D ) D D

Abbildung 12: Retrosynthese enantiospezifisch markierter gesattigter Fettsauren.

Ein Schlisselschritt der Synthese ist die biokatalytische Reduktion o,B-ungesattigter
Carbonsauren mit Zelltrimmern des Bakteriums Clostridium tyrobutyricum (Stamm C. La 1).
B4 Dieses Bakterium verfiigt Giber ein Enzymsystem, bestehend aus einer Hydrogenase und
einer Enoatreduktase, welches zwei Wasserstoffatome enantiospezifisch auf die
Doppelbindung des Substrats Ubertragt (siehe Abbildung 13). Mechanistisch verlauft die
Reduktion der o,B-ungesattigten Carbonsdure, indem im ersten Schritt ein Ein-
Elektronenlbertrag der Hydrogenase auf zugesetztes Methylviologen (MV), einem
synthetischen Funktionsanalogon von NADH, stattfindet. Im zweiten Schritt Ubertragt die
Enoatreduktase die Elektronen zweier Methylviologen-Radikalkationen auf die
Doppelbindung, jeweils gefolgt von einer anti-2Si,3Si-Addition zweier Protonen aus dem

wassrigen Medium (siehe Abbildung 13).

Ha 2 MV OO Si
2H* 2Mv* A CO0" 4oyt Si
Hydrogenase Enoatreduktase

Abbildung 13: Enantiospezifische Reduktion o,p-ungesattigter Carbonsauren mit Zelltritmmern von
C. tyrobutyricum; links: Mechanismus der Reduktion; rechts: Stereochemie der
Wasserstoff-Ubertragung.

Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dass die Reduktion der Doppelbindung mit der

Enoatreduktase  aus Clostridium  tyrobutyricum  hoch enantiospezifisch mit
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Enantiomereniiberschiissen von >97% pro Zentrum verlauft.? /> 88 81 gomit gelingt es in
einem Schritt, zwei benachbarte nahezu enantiomerenrein deuterierte Zentren an den

Kohlenstoffatomen zu erzeugen, die am Desaturierungsprozel} beteiligt sind

Limitierend fir die Verwendung der Enoatreduktase aus Clostridium tyrobutyricum in der
organischen Synthese ist deren Verfligbarkeit. Clostridien sind pathogen und kénnen nur
aufwandig unter anaeroben Bedingungen kultiviert werden. Alternativen zur enzymatischen
Reduktion a,B-ungesattigter Carbonsauren sind derzeit nicht in Sicht. Zwar liel3e sich eine
enantiospezifische Reduktion durch asymmetrische Hydrierung der Doppelbindung erzielen;
90. 911 pislang liefern solche Reduktionen, z.B. unter Verwendung von Noyoris Ruthenium-
BINAP-Komplexen, aber nur an ausgewahlten Substraten mit der biokatalytischen Reduktion

vergleichbare Enatiomereniiberschiisse. ¥ %!

Zum Aufbau zweier benachbarter chiraler Zentren erscheint zunachst auch eine
Syntheseroute unter Verwendung von Sharpless asymmetrischer Dihydroxylierung attraktiv
(siehe  Abbildung 14). % % Diese Reaktion liefert zuverldssig hohe
Enantiommereniberschisse und generiert zwei benachbarte chirale Zentren in einem
Schritt. Eine Substitution der vicinalen Hydroxygruppen nach Uberfiihrung in entsprechende
Tosylate oder Mesylate mit Lithiumaluminiumdeuterid flhrte jedoch zu einem teilweisen

Verlust der Enantiomerenreinheit. 8 7

OH OTos D
R COOMe R * COOMe R* COOMe R * COOMe
\/\(v)/n — \|/l\(v)/n — j)\(v)?] — .
OH OTos D

Abbildung 14: Syntheseroute flir enantiospezifisch-deuterierte Fettsduren durch asymmetrische
Dihydroxylierung.

Es erscheint deshalb sinnvoll, auch in Zukunft an der bewahrten Syntheseroute festzuhalten.
Die Verwendung von reinen Enzymen, statt der Arbeit mit Zelltrimmern von C.
tyrobutyricum, sollte die Synthesearbeit erleichtern. Erste Enoatreduktasen wurden im
Arbeitskreis von Prof. Bacher (TU Munchen) kloniert und liegen als reine Enzympraparate
vor. ! Eine mechanistische und methodische Untersuchung dieser Enzyme steht jedoch

noch aus.

An die biokatalytische Reduktion der a,B-ungesattigten Carbonsauren schlielt sich eine
Reduktion mit Lithiumaluminiumdeuterid zum korrespondierenden Alkohol an. Hierdurch

werden zwei weitere Deuteriumatome im Molekil eingefiihrt, die gewahrleisten, dass das

a Die Bestimmung des Enantiomerenuberschusses kann  durch  NMR-Untersuchung des

Mandelsauremethylesters erfolgen. 85 861 1m Vergleich dazu sind NMR-Methoden unter Verwendung von

Shiftreagenzien wenig geeignet. 7 Ebenso kommen chromatographische Methoden nicht in Frage. [85)
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Desaturierungsprodukt ~ der  markierten  Fettsdure = vom  natdrlichen  Produkt
massenspektrometrisch unterschieden werden kann. Eine Uberfiihrung des Alkohols zum
lodid kann routinemassig mit dem System Triphenylphosphin/Imidazol/lod %" durchgefiihrt
werden. Damit steht einer der Bausteine fir die metallvermittelte Kreuzkupplung zur
Verfigung. Die Kreuzkupplung von -lodalkansaureestern mit Alkyliodiden zu
Carbonsaureestern basiert auf Arbeiten von Knochel et al. und kombiniert die Vorteile zink-
und kupferorganischer Chemie. 1'% Durch Umsetzung von w-lodoestern mit Diethylzink in
Gegenwart von katalytischen Mengen Kupfercyanid oder —halogenid werden durch Halogen-
Zink-Austausch Dialkylzinkate gebildet. ' %! Zinkorganyle dieser Art lassen sich in
Gegenwart vieler funktioneller Gruppen problemlos darstellen, sind aber folglich auch wenig
reaktiv. Eine Aktivierung des unreaktiven Dialkylzinkats erfolgt in diesem Fall durch
Transmetallierung mit dem Kupferkomplex Me,CuCN(MgCl), zum Organocuprat. ['%* "% |n
Gegenwart von polar aprotischen Co-Solvenzien, wie DMPU oder NMP, erfolgt
anschliessend eine langsame Kupplung mit dem zweiten lodbaustein (siehe Abbildung 15).
Bei allen Synthesen wurde die Reaktion so geflhrt, dass das aufwandiger zu

synthetisierende lodid im Unterschuss eingesetzt wurde.

1. Me,CuCN(MgCl),

o] . 0
0 EtoZn 2. Rl
)]\/\ RO Zn > ROJ]\/\R'
RO | kat. CuCN 2

Abbildung 15: Zink-Kupfer-vermittelte Kreuzkupplung von Alkyliodiden.

Die metallvermittelte Kreuzkupplung ist hinsichtlich der Deuteriumpositionierung und der
Kettenlange der Alkyliodide sehr flexibel. Die Einfuhrung von Deuterium ist in beiden lod-
Bausteinen mdglich. Dabei konnten nicht nur -lodisopropylester, sondern auch die
reaktiveren Methylester mit lediglich etwas schlechteren Ausbeuten als Kupplungspartner
eingesetzt werden. Ein Verlust des eingebrachten Markierungsgrades (>97 % pro Zentrum)
oder das Auftreten eines Isotopenscramblings wurde in keinem Fall beobachtet. Damit bietet
diese Variante groRe Vorteile gegeniber anderen Routen, die jeweils einen
Hydrierungsschritt an Katalysatoren bendtigten und bei langeren Reaktionszeiten zu einem
beachtlichen Isotopenscrambling filhrten. ¥ Ein entscheidender Vorteil der hier skizzierten
Synthesestrategie ist darliber hinaus ihre Flexibilitdt. Im Sinne eines Baukastenprinzips
lassen sich  Fettsauren mit variabler Kettenlange und nahezu beliebiger

Deuteriumpositionierung innerhalb der Alkylkette darstellen.

3.1.1.1 Synthese von (6R,7R)-[5,5,6,7-*Hs]-Hexadecansiure (22)
Nach dem oben skizzierten Synthesekonzept erfolgte die Darstellung von (6R,7R)-[5,5,6,7-

2H,]-Hexadecanséure (22). Als Substrat fiir die biokatalytische Reduktion mit Zelltrimmern
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von C. tyrobutyricum wurde die dideuterierte o,B-ungesattigte Carbonsaure (17) bendétigt.
lhre Darstellung erfolgte in Anlehnung an bereits zuvor im Arbeitskreis durchgefihrte
Synthesen (siehe Abbildung 16). " Durch Alkylierung von Nonylbromid (12) mit dem
Lithiumsalz des Tetrahydropyranoyl-geschiitzten Propargylalkohols (11) in flissigem
Ammoniak wurde zunachst das Kohlenstoffgrundgerist aufgebaut. Nach Entfernen der THP-
Schutzgruppe mit katalytischen Mengen para-Toluensulfonsdure in Methanol wurde das
Alkinol (14) erhalten.

_ 1) LiNH,

OTHP 2) CgH1gBr C8H17 OTHP —m7M» CBH17 OH
11 12 13 14
1. LIAID,

2. DCI/D,0

D D D

COOH NaCIO MnO
CgHm)\l/ -2 C9H19)\|AO -2 C9H19)\|/\OH
D D D
17 16 15

Abbildung 16: Darstellung der o,p-ungesattigten Carbonsaure 17 als Substrat fir die enzymatische
Reduktion mit Zelltriimern von C. tyrobutyricum.

Dreifachbindungssysteme, die sich in allylischer Position zu Alkoholgruppen befinden, lassen
sich mit einer Reihe von Metallhydriden stereoselektiv zum (E)-konfigurierten Allylalkohol
reduzieren. '%! Die Reduktion von 14 mit Lithiumaluminiumdeuterid (98 % 2H) und Hydrolyse
des intermediar auftretenden Organo-Aluminium-Komplexes mit DCI/D,O flhrte
stereoselektiv zum (E)-konfigurierten, deuterierten Alkenol (15). Die GC-MS-Analyse des
Syntheseproduktes zeigte, dass ein entsprechendes (Z)-Isomer nur im Spurenbereich

gebildet wird.

Um eine moglichst schonende Oxidation ohne Isotopenaustausch des Alkohols 15 zur
Carbonsaure 17 zu erreichen, ist eine zweistufige Reaktionsfliihrung vorteilhaft. Zunachst
wurde der Allylalkohol 15 mit aktiviertem Braunstein (MnO;) in den a,B-ungesattigten
Aldehyd 16 Uberfihrt. In einem zweiten Reaktionsschritt wurde 16 mit Natriumchlorit in
gepufferter wassriger Lésung zur Séure 17 oxidiert. "% Die a,p-ungesattigte dideuterierte
Dodecensdure 17 wurde enzymatisch mit Zelltrummern von C. tyrobutyricum in die
gesattigte (2R,3S)-[2,3-?H,]-Dodecansaure (18) Uberfiihrt (siehe Abbildung 18). Der fiir die
Reduktion bendtigte Wasserstoff wurde dazu Gber ein gasdichte Birette zugefiihrt, so dass
jeglicher Sauerstoffzutritt, der zu einem sofortigen Abbruch der Reduktion fuhrt, Gber 72
Stunden vermieden werden konnte. Auf diesem Weg konnte eine quantitative Umsetzung

von 17 erzielt werden. Durch kontinuierliche Extraktion des Zellmaterials mit Diethylether
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Uber einen Zeitraum von 48 Stunden wurde die Carbonsaure (18) weitestgehend aus der

wassrigen Phase extrahiert und in 88 % Ausbeute gewonnen.

Im Anschluss an die biokatalytische Reduktion wurde die Carbonsaure (18) mit
Lithiumaluminiumdeuterid zum Alkohol (19) reduziert. Dieser Schritt diente dazu, zusatzliche
Deuteriumatome im Molekdl einzufihren, die nach Desaturierung eine
massenspektrometrische  Unterscheidbarkeit vom natirlichen Desaturierungsprodukt

gewahrleisten sollten.

D DD
D
D LiAID
Enoat Reduktase COOH L .
. _COOH » C9H19 Y CgH1g)\§)<OH
CoH1g 5 D
D 18 19

17

‘</\/U\ PPhz/Imidazol/l,
D DD

D DD 0 Me,CuCN(MgCl), M
/'\)M CoHig : I
CoH4 OH

9
KOH/ aq. MeOH
22 20

lw] [T
O

Abbildung 17: Synthese von (6R,7R)—[5,5,6,7-2H4]-Hexadecanséure (22).

Mit dem System Triphenylphosphin/Imidazol/lod wurde der Alkohol 19 quantitativ in das lodid
20 Uberfuhrt. Die anschliessende Kreuzkupplung von 20 mit dem Dialkylzinkat 21 fihrte zu
dem (6R,7R)-[5,5,6,7-*H4]-Hexadecansiureisopropylester (22). Die Darstellung von 21
erfolgte durch Umsetzung von Diethylzink mit lodbuttersdureisopropylester, welcher leicht
durch Finkelstein-Reaktion aus dem entsprechenden Bromid dargestellt werden kann. Um
eine moglichst quantitative Umsetzung des kostbaren deuterierten lodids 20 zu erzielen,
wurde das Zinkat 21 in zweifachem Uberschuss eingesetzt. Nach Transmetallierung von 21
mit dem Kupferkomplex Me,CuCN(MgCl), setzt oberhalb von -40 °C und in Gegenwart von
absolutem NMP® die Kreuzkupplung mit 20 zum Palmitinsdureisopropylester ein.
Entscheidend fir den Erfolg der Kreuzkupplung ist die erfolgreiche Darstellung des
gemischten Mg/Cu-Komplexes Me,CuCN(MgCl),. Diese erfolgt, indem CuCN mit 2 eq
MeMgCl entweder bei -30 °C in THF/NMP ' oder bei 0 °C in THF gemischt werden. "%
Die besten Ergebnisse werden dabei erhalten, wenn eine 1 M Lésung von MeMgCl in THF

eingesetzt wird.

Durch Verseifen des Isopropylesters mit wassrig-methanolischer KOH-Lésung [ wurde die

freie Palmitinsaure 22 erhalten.

® Kommerziell erhéltliches, absolutes NMP kann als Ersatz fir DMPU als polares Cosolvens problemlos
eingesetzt werden 1'%



26 Ergebnisse und Diskussion

3.1.1.2 Synthese von (2R,3S)-[2,3,4,4-2H4]-Hexadecanséure (31)
Fir die Darstellung der deuterierten Palmitinsdure 31 wird kein kettenverlangernder Schritt

durch Kreuzkupplung zweier lodbausteine bendtigt. Vielmehr stellt die enzymkatalysierte,
asymmetrische Reduktion der a,p-ungesattigten Carbonsaure 30 den letzten Schritt der

Syntheseroute dar (siehe Abbildung 18).

C15H5COOMe LiAID4 C1oHps—CD,OH PPhs/Imidazol/l» »  CisHas—CDyl
23 24 25
1 /OTHP
Li 26
2. PTS/MeOH
D 0O D 1. LIAID4
C12H25NH MnO, C12H2578\|/\OH 2. DCI/D,0 C12H25>/0H
DD D DD p o b
29 28 27
NaCI02 l
D 0} D 0]
Enoat-Reduktase
C12H25NOH » NVVMMOH
DD D D D p
30 31

Abbildung 18: Syntheseroute von (2R,3S)—[2,3,4,4—2H4]—Hexadecanséure (31).

Im ersten Schritt wurde Tridecansauremethylester (23) mit Lithiumaluminiumdeuterid (98 %
2H) zum [1,1-?H,]-Tridecan-1-ol (24) reduziert. Die Isotopensubstitution an C(4) der fertigen

Palmitinsaure 31 dient wiederum als zusatzliche Markierung.

Mit  Triphenylphosphin/iImidazol/lod konnte der Alkohol 24 vollstindig in das
korrespondierende lodid 25 Uberfliihrt werden, welches in flissigem Ammoniak mit dem
Lithiumsalz von THP-geschlitztem Propargylakohol (26) alkyliert wurde. Nach Entfernen der
Schutzgruppe wurde das Alkinol 27 mit Lithiumaluminiumdeuterid und Hydrolyse der
intermediar auftretenden organo-Aluminium-Spezies mit DCI/D,O selektiv in das (E)-
konfigurierte Alkenol (28) uberfuhrt. Die Oxidation von 28 zur Carbonsaure 30 wurde
wiederum Uber eine zweistufige Reaktionssequenz erzielt, um einen Verlust der
Isotopenmarkierung zu vermeiden. Auf diesem Weg wurde in 70 % Gesamtausbeute
isomerenreine  [2,3,4,4-H,]-Hexadec-2-ensdure  (30) erhalten. Nach biokatalytischer
Reaktion der o,B-ungesattigten Carbonsdure 30 mit der Enoat-Reduktase aus C.
tyrobutyricum wurde (2R,3S)-[2,3,4,4-°H,]-Hexadecansdure (31) mit einem ee >97 %,

bestimmt durch NMR-Untersuchung des Mandelsaurediesters, in 81 % Ausbeute erhalten.
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3.1.1.3 Synthese von (11R,12R)-[10,10,11,12-’H4]-Tetradecansiure (37)
Bei der Synthese von (11R,12R)-[10,10,11 ,12-2H4]-Tetradecanséure (37) muss mit den leicht

flichtigen Zwischenstufen [*H4]-Pentanol (33) und [*H,]-Pentyliodid (34) gearbeitet werden
(siehe Abbildung 19). Um Ausbeuteverluste gering zu halten, empfiehlt es sich,
Reinigungsschritte zu minimieren und stattdessen Rohprodukte in den nachfolgenden
Schritten einzusetzen. Dariber hinaus koénnen Verluste minimiert werden, indem die
organischen Loésungsmittel nicht am Rotationsverdampfer, sondern durch vorsichtige

Destillation entfernt werden.

Im ersten Syntheseschritt erfolgte die Reduktion von (2R,3R)-[’H,]-Pentansduremethylester
(32) mit Lithiumaluminiumdeuterid (98 % “H) zum deuterierten Pentanol 33, um zusatzliche
Deuteriumatome im Molekilgerist einzufihren. Um die Ausbeuteverluste moglichst gering
zu halten, wurde die Reduktion in Diethylether, statt in dem mit Wasser beliebig mischbaren

und hohersiedenden THF, gefiihrt und mit einem Minimum an Wasser aufgearbeitet.
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Abbildung 19: Synthese von (11R,12R)-[10,10,11,12-°H,]- Tetradecanséure (37).

Mit dem System Triphenylphosphin/Imidazol/lod wurde der Alkohol 33 in das lodid 34
Uberfuihrt. Durch kupfervermittelte Kreuzkupplung des lodids 34 mit dem Zinkat von
lodnonansauremethylester (35) wurde die Verbindung 36 erhalten. Dabei wurde das leicht
zugangliche Dialkylzinkat 35 in zweifachem Uberschuss eingesetzt, um den deuterierten
Baustein 34 moglichst vollstandig zum Kreuzkupplungsprodukt 36 umzusetzen. Der fir die
Zinkatbildung bendtigte lodnonansauremethylester konnte durch Veresterung von -
Bromnonansaure mit schwefelsaurem Methanol und anschliessender Finkelstein-Reaktion
dargestellt werden. Nach Verseifen des Kreuzkupplungsprodukts 36 mit LiOH in
Wasser/THF ~ wurde  (11R,12R)-[10,10,11,12-°H,]-Tetradecansdure  (37) in 51%

Gesamtausbeute erhalten.
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3.1.1.4 Synthese von [5,5,6-’H;]-Hexadecansiure (38)
Die retrosynthetische Analyse zeigt, dass [5,5,6-°Hs]-Hexadecansédure (38) leicht durch

Kreuzkupplung der beiden lodide 39 und 40 zuganglich sein sollte (siehe Abbildung 20).

)

D_ D
/\/\/\/\/\F?WLOH
D 38

D D 0 /k
X
/\/\/\/\/\l/ | o
39 D 40
Abbildung 20: Retrosynthese von rac—[5,5,6—2H3]—Hexadecanséure (38).

Monodeuteriertes racemisches Undecyliodid 39 kann in zwei Stufen dargestellt werden. Die
Reduktion von Undecanal mit Lithiumaluminiumdeuterid lieferte a-deuteriertes Undecanol,
welches in  einem zweiten Schritt mit Triphenylphosphin/Imidazol/lod in das

korrespondierende lodid 39 Uberfihrt wurde.

Vergleichsweise aufwandig gestaltete sich die Synthese des zweiten Bausteins 40. Zunachst
erschien es sinnvoll, einen isotopenmarkierten Cs-Baustein durch regioselektive Reduktion
von Glutarsdureanhydrid (41) zu erzeugen. So sollte die Reduktion von 41 mit
Natriumbordeuterid zu [5,5-?°H,]-Valerolacton (42) fiihren (siehe Abbildung 21).

(0] (0]
NaBD4
(e} —_— (0] D
(0] D
41 42

Abbildung 21: Regioselektive Reduktion von Glutarsdureanhydrid (41).

Die regioselektive Reduktion von sechsgliedrigen Carbonsaureanhydriden  mit
Natriumborhydrid ist bekannt. """ Die Reaktion konnte jedoch nicht auf die regioselektive
Reduktion von 41 mit Natriumbordeuterid Ubertragen werden. Trotz Modifikation der
Reaktionsbedingungen, z.B. einer erhéhten Reaktionstemperatur, einer Verlangerung der
Reaktionszeit oder durch Zugabe polarer Cosolvenzien wie DMF, gelang die Synthese von
42 lediglich in Ausbeuten unter 15 % und mit unzureichender Isotopensubstitution (<90 %
Markierungsgrad). Ein moéglicher Grund fiir diese Komplikationen liegt vermutlich darin, dass
Deuteridibertragungsreagentien im Vergleich zu Hydridibertragungsreagentien in ihrer

Reaktivitat deutlich herabgesetzt sind. Demgegenlber steht eine nicht zu vernachlassigende
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Tendenz von Valerolacton zur Oligomerisierung, so dass eine Erhéhung der
Reaktionstemperatur und verlangerte Reaktionszeiten eher kontraproduktiv fir eine

erfolgreiche Reaktionsfuhrung waren.

Aufgrund der aufgezeigten Problematik, vor allem aber wegen des fur die biologischen
Experimente nur unzureichenden Markierungsgrades, wurde diese Syntheseroute verworfen
und ein neuer Weg beschritten (siehe Abbildung 22). Hierzu wurde Glutarsaure-
monomethylester (43) mit Lithiumtriethylbordeuterid (Superdeuterid®) regioselektiv reduziert.
Superdeuterid® greift dabei chemoselektiv die Estergruppe an, die Carboxylgruppe hingegen
bleibt unberihrt. Indem das bei der Reduktion gebildete Intermediat mit isopropanolischer
HCI hydrolisiert wurde, konnte der Isopropylester 44 erhalten werden. Im Vergleich zum
Methylester ist der Isopropylester 44 stabil und neigt nicht zur Zyklisierung. Er kann deshalb

problemlos in die lodverbindung 40 Gberflihrt werden.
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2. /\/\/\/\/\|/ 46

D
39
D_ D O
/\/V\/V%A)LOH
D

38

Abbildung 22: Synthese von rac—[5,5,6-2H3]-Hexadecanséure (38).

Die Kreuzkupplung von 40 mit dem im Uberschuss eingesetzten deuterierten Undecyliodid
(39) liefert den Isopropylester 46. Aus dem Massenspektrum lasst sich der
Gesamtmarkierungsgrad mit 94 %, entsprechend einem Markierungsgrad von Uber 98 % pro
Zentrum, bestimmen. Ein Verlust der Isotopenmarkierung oder ein Isotopenscrambling bei
der Kreuzkupplung wird nicht beobachtet. Die Hydrolyse des Esters 46 mit wassrig-
methanolischer KOH liefert [5,5,6-?Hs]-Hexadecanséure (38).
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3.1.1.5 Synthese von [5,5,7-’H;]-Hexadecansiure (53)
In Analogie zur Synthese der Hexadecansaure 38 kann [5,5,7-2H3]-Hexadecanséure (53)

ebenfalls durch kupfervermittelte Kreuzkupplung des lodids 51 mit dem Zinkat 21 dargestellt

werden (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Synthese von rac—[5,5,7—2H3]—Hexadecanséure (53).

Zur Darstellung von 51 wurde zunichst Decanal mit Lithiumaliuminiumdeuterid (98 % 2H)
zum racemischen Alkohol 47 reduziert. Nach Substitution der Hydroxyfunktion mit lod wurde
das Decyliodid 48 erhalten und um eine C,-Einheit zum Dodecylsaure-tert.-butylester (49)
verlangert. Hierzu wurde Essigsaure-tert.-butylester bei —78 °C mit einer 1 M Lithium-
diisopropylamid-Lésung deprotoniert. Durch langsames Erwarmen der Lithiumenolatlésung
auf Raumtemperatur in Gegenwart des lodids 48 wurde das Substitutionprodukt 49 in 68 %
Ausbeute erhalten. Die Reduktion von 49 mit Lithiumaluminiumdeuterid dient zur Einfihrung
zusatzlicher Deuteriumatome an Positionen, die von der zu untersuchenden Desaturase

nicht bertihrt werden. Der Austausch der Hydroxygruppe gegen lod lieferte 51.

3.1.1.6 Synthetischer Zugang zu 11-[?H,] und 12-[’H]-Tetradecansiure

In B-Position deuteriumsubstituierte Ester, wie 49, sind auch auf einem anderen Weg als
durch Kettenverlangerung mit einem C,-Baustein zuganglich (siehe Abbildung 23). Der
alternative Zugang nutzt hierbei die Fahigkeit von kupferorganischen Verbindungen, Michael-
Additionen an a,B-ungesattigte Carbonylverbindungen einzugehen (siehe Abbildung 24). 1'%4
Aus Arbeiten von Mori et al. ist bekannt, dass ,Kupferdeuteride®, die aus PhMe,SiD und
CuCI/TBAF/PPh; gebildet werden, solche Michael-Additionen an o,B-ungesattigte Ketone

eingehen kénnen. "2 Analog sollten sich auch aliphatische a,p-ungeséttigte Carbon-
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saureester zu in B-Stellung deuterierten Estern umsetzen lassen. Diese Reaktion wurde

exemplarisch an Hex-2-ensauremethylester (54) durchgefihrt.

1. CuCl/PPh3/TBAF

> /\)\/u\
PhMe,SiD . o~

Abbildung 24: Michael-Addition komplexer Kupferdeuteride an Hexedec-2-ensduremethylester (54).

Hierbei zeigte sich, dass 54 glatt zum gesattigten Methylester 55 umgesetzt wird. Die NMR-
spektroskopische Charakterisierung von 55 belegt, dass eine Deuteriumsubstitution aus-
schliel3lich an C(3) stattgefunden hat. Der Substitutionsgrad konnte anhand des des NMR-
Spektrums von 55 zu grofRer 97 % bestimmt werden. Damit stellt die Methode, an C(3)
racemisch monodeuterierte Carbonsaureester durch Michael-Addition von ,Kupferdeuter-

iden® darzustellen, eine attraktive Alternative zum in Abbildung 23 gezeigten Weg dar.
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Abbildung 25: Potentielle Syntheseroute zu racemisch deuterierten Fettsauren.

Insbesondere, wenn kurzkettige deuterierte Fettsduren zu synthetisieren sind, bietet diese
Route entscheidende Vorteile. Da die synthetische Arbeit mit extrem leichtflichtigen
Synthesebausteinen umgangen werden kann, sollten z.B. an C(11) oder C(12) markierte

Tetradecansauren auf dem in Abbildung 25 gezeigten Weg schnell zuganglich sein.

3.1.2 Synthese monoungesattigter und hochdeuterierter Fettsauren aus
acetylenischen Vorstufen

Acetylenische Carbonsauren sind variable Bausteine fir die Synthese von deuterierten
Fettsauren. Einerseits erlauben sie den Zugang zu Monoensauren mit wahlweise (E)- oder

(Z)-Konfiguration der Doppelbindung. Andererseits bieten sie die Maoglichkeit, durch
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vollstandige Reduktion der Dreifachbindung zu vielfach-deuterierten gesattigten Fettsduren
zu gelangen (siehe Abbildung 26). Acetylenische Carbonsauren lassen sich leicht in groRem
Mafstab durch Kupplung von Lithiumacetyliden mit Brom- oder lodalkanen in flissigem

Ammoniak gewinnen, ohne dass die Sdurefunktion geschitzt werden muf3.
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Abbildung 26: Synthetischer Zugang zu mehrfach deuterierten Fettsduren Uber acetylenische
Carbonsauren.

Die stereoselektive Umsetzung acetylenischer Carbonsauren zu Monoensauren mit (E)-
konfigurierter Doppelbindung gelingt unter Bedingungen der Birch-Reaktion mit
Alkalimetallen in flissigem Ammoniak. Bei dieser Uber Di- und Radiaklanionen verlaufenden
Reaktion entsteht aus sterischen Griinden bevorzugt das (E)-Isomer (siehe Abbildung 26,
Weg a). '@

Die komplementare Umsetzung acetylenischer Carbonsauren zu (Z)-konfigurierten
Monoensauren gelingt durch partielle heterogenkatalysierte Hydrierung der Dreifachbindung
(siehe Abbildung 26, Weg c). ' Die Hydrierung mit Wasserstoff in Gegenwart des von
Brown et al. entwickelten Katalysators P2-Nickel ist hier die Methode der Wahl. "' Bei mit
Ethanolamin vergiftetem P2-Nickel handelt es sich um einen Nickelkatalysator, der
gegeniiber anderen Hydrierungs-Katalysatoren ['"®! den entscheidenden Vorteil besitzt, dass
die Reduktion einer Dreifachbindung auf der Stufe des Alkens stoppt. Eine Reduktion bis zur

Stufe des Alkans wird entweder gar nicht oder nur im Spurenbereich beobachtet.

Ist hingegen eine vollstandige Reduktion der Dreifachbindung erwinscht (siehe Abbildung

26, Weg b), ist der Wilkinson-Katalysator Tris(triphenylphosphin)-rhodium(l)chlorid
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gegeniiber heterogenen Katalysatoren zu bevorzugen. '"® Entscheidender Vorteil des
Wilkinson-Katalysators ist, dass dieser kein Isotopenscrambling verursacht. Da Deuterier-
ungen im Vergleich zu Hydrierungen, aufgrund der kinetischen Isotopeneffekte, nur langsam
verlaufen, empfiehlt es sich, den in situ generierbaren und reaktiveren Katalysator

Tris(triphenylphosphan)-rhodium(l)iodid zu verwenden. ']

3.1.2.1 Synthese von (E)-[8,8->H;]-Hexadec-6-ensiure (61)
Die Synthese von (E)-[8,8-?H,]-Hexadec-6-ensaure (61) geht von Nonansduremethylester

(56) aus, der mit Lithiumaluminiumdeuterid zum Alkohol 57 reduziert und anschlieRend mit
Triphenylphosphin/Imidazol/lod in 1,1-[?H,]-lodnonan (58) liberfiihrt wurde. Durch Alkylierung
von 58 mit dem Lithiumsalz der Hept-6-insaure (59) in flissigem Ammoniak wurde Hexadec-
6-insaure (60) in 68 % Ausbeute erhalten. Um die Léslichkeit von [?H,]-Nonyliodid (58) zu

erhdhen, wurde abs. DMSO als Cosolvenz eingesetzt.
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Abbildung 27: Synthese von (E)-[8,8-2H2]-Hexadec-6-enséure (61).

Die Reduktion von [8,8-°H,]-Hexadec-6-insdure (60) zur ungeséttigten Hexadec-6-enséure
(61) erfolgte mit Natrium in flissigem Ammoniak. Wahrend solche Reaktionen normaler-
weise unterhalb der Siedetemperatur von Ammoniak durchgefiihrt werden!"'® erfolgte hier
die Reduktion bei Raumtemperatur im Autoklaven. ['"! Diese vergleichsweise drastischen
Bedingungen erklaren sich vermutlich aus der geringen Loslichkeit der langkettigen Carbon-
saure 60 bei tiefen Temperaturen. Die Reaktion verlief glatt und stereoselektiv zum (E)-
Isomer; der Anteil an (2)-Isomer lag unterhalb von 1% (bestimmt per GC durch Integration
der Peakflachen). Durch Reinigung von 61 mittels semipraparativer HPLC konnte die flr
biologische Futterungsexperimente bendtigte isomerenreine Carbonsdure gewonnen

werden.
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3.1.2.2 Synthese von (2)-[8,8-?H,]-Hexadec-6-ensiure (62)
Die Darstellung von (Z)-[8,8-?H,]-Hexadecenséure (62) erfolgte durch Hydrierung von 60 mit

dem Katalysator P2-Nickel. Die Hydrierung verlief glatt zum (Z)-Alken, eine Reduktion bis zur
Stufe des Alkans erfolgte nur im Spurenbereich (siehe Abbildung 28). Fur biologische
Fatterungsexperimente wurde die Fettsdure 62 durch HPL-chromatographische Reinigung

an einer semipraparativen RP18-Saule hochrein erhalten.

COOH .
w P2-Nickel C7H; SWCOOH
—_—
C7H15
5 b 60
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Abbildung 28: Synthese von (Z)-8.8-[2H2]-Hexadec-6-enséure (62).

3.1.2.3 Synthese von [6,6,7,7,8,8-2H6]-Hexadecanséure (63)
Die Darstellung von [6,6,7,7,8,8-?Hg]-Hexadecansdure (63) gelang durch vollstandige

Deuterierung der Dreifachbindung der acetylenischen Carbonsaure 60. Wegen des mit der
Deuteridlbertragung behafteten KIE ist es vorteilhaft, nicht den kauflichen Wilkinson-
Katalysator (PPh3);RhCl einzusetzen, sondern stattdessen den wesentlich reaktiveren

(PPh3)sRhl-Komplex zu verwenden. [
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Abbildung 29: Synthese von [6,6,7,7,8,8-2H6]-Hecadecanséure (63) und [8,8-2H2]-Hecadecanséure
(64).

Wahrend die Deuterierung von 60 mit dem Rhodiumchlorid-Komplex innerhalb vertretbarer
Reaktionszeiten (12h) lediglich zu einem Alken/Alkan-Gemisch flhrte, lieferte die Umsetzung
mit dem in situ erzeugten Rhodiumiodid-Komplex innerhalb des gleichen Zeitraums
ausschliefllich die gesattigten Verbindung 63 (siehe Abbildung 29). Die Darstellung von 64

gelang durch Hydrierung von 60 mit demselben Katalysator.

3.1.3 Synthese ungesattigter Fettsauren durch Wittig-Olefinierung

Viele einfach und auch mehrfach ungesattigte Fettsduren lassen sich durch Wittig-

Olefinierung darstellen. Wird dabei die Reaktion unter so genannten ,salzfreien
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Bedingungen®, das heil’t in Abwesenheit von Lithiumsalzen, gefuhrt, lassen sich stereo-
selektiv cis-Alkene erzeugen. '"® Als Ersatz fir lithiumhaltige Basen, wie BuLi, hat sich die
Verwendung von Natrium oder Kaliumhexamethyldisilylamid bewahrt. Einerseits sind die mit
dieser Base erzielten (Z)-Selektivitadten sehr hoch (ca 95 %). Andererseits greift die Base
aufgrund ihrer geringen Nucleophilie Esterfunktionalitaten nicht an und ist somit bestens
geeignet, um auch funktionalisierte Wittig-Salze umzusetzen. Natriumhexamethylsilylamid
wurde erstmals von Bestman et al. fir die cis-selektive Wittig-Olefinierung eingesetzt und hat

sich fir die Synthese einer Vielzahl von fettsdureabgeleiteten Verbindungen, bewéhrt. ['?"

Prinzipiell existieren zwei Moéglichkeiten, einfach ungesattigte Fettsduren in einem Schritt
durch Wittig-Olefinierung aufzubauen. Wie die retrosynthetische Analyse zeigt, kann nach
Bruch der Doppelbindung jeder der resultierenden Bausteine entweder das Wittigsalz oder
die Aldehydkomponente darstellen (siehe Abbildung 30). Welche der beiden moglichen
Wege fir die Verknipfung gewahlt wird, kann sich in erster Linie danach richten, wie leicht

die Bausteine synthetisch zuganglich sind.
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Abbildung 30: Retrosynthese von Monoenfettsduren durch Wittig-Olefinierung.
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Die cis-selektive Wittig-Reaktion ist nicht auf die Synthese von Monoensauren beschrankt.
Eine bedeutende Rolle kommt ihr auch bei der Synthese von Verbindungen mit methylen-
verbrickten Doppelbindungen zu. Dieses Strukturmotiv mehrerer homokonjugierter Doppel-
bindungen findet sich haufig in der Natur und ist etwa Bestandteil von mehrfach unge-
sattigten Fettsduren oder Insektenpheromonen. Das Konzept der dissymmetrischen Wittig-
Olefinierung wurde daher erstmals durch Bestmann et al. zur Synthese von Insekten-
pheromonen genutzt. '*'?! Die Synthese basiert auf einem symmetrischen bis-Ylid, das
durch Deprotonierung des bis-Wittigsalzes mit Natriumhexadimethylsilazid entsteht. Nach
Zugabe der Aldehydkomponenten entstehen in einer Eintopfsynthese die drei mdglichen
Diene (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Konzept der dissymmetrischen bis-Wittig-Olefinierung.

Das Konzept der dissymmetrischen Wittig-Olefinierung konnte durch Arbeiten von Pohnert et
al. auf die Synthese homokonjugierter Trienfettsduren ausgedehnt und deutlich in seiner
Effektivitat gesteigert werden. '*! Ein entscheidender Vorteil dieser Weiterentwicklung ist,
dass die beiden Aldehyde nicht mehr gleichzeitig mit dem symmetrischen bis-Ylid umgesetzt
werden, sondern sukzessiv. Besonders elegant ist es, wenn der erste Aldehyd als Alumo-
komplex, erzeugt durch DIBAL-H Reduktion entsprechender Carbonsaureester, dem bis-Ylid
zugegeben wird (siehe Abbildung 32). Bei dieser so genannten reduktiven Olefinierung wird
zunachst bevorzugt das Monoadditionsprodukt erhalten. Als Grund hierflir wird in erster Linie
eine nur langsame thermische Freisetzung des Aldehyds aus dem Alumokomplex und die im
Vergleich zum bis-Ylid herabgesetzte Reaktivitdt des Monoadditionsaddukts diskutiert. "%
Nach Zugabe des zweiten Aldehyds wird selektiv das unsymmetrische Kupplungsprodukt
gebildet. Die beiden symmetrischen Kupplungsprodukte entstehen lediglich als

Nebenprodukte.

Anders als in den Arbeiten von Bestmann et al. fuhrt diese Variante somit nicht zu einer
nahezu statistischen Gleichverteilung der mdglichen Kupplungsprodukte, sondern zur
bevorzugten Bildung der unsymmetrischen Zielverbindung in guten Ausbeuten. Etwas
schlechtere Resultate werden erzielt, wenn der erste Aldehyd nicht in situ aus dem
Alumokomplex freigesetzt wird, sondern direkt langsam dem bis-Ylid zugegeben wird. Der
Ausbeuteverlust kann aber in vielen Fallen in Kauf genommen werden, wenn die
entsprechenden Aldehyde preiswert sind oder bei kurzkettigen Aldehyden eine

gaschromatographische Uberpriifung der DIBAL-H-Reduktion schlecht mdglich ist.
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Abbildung 32: Reduktive Variante der dissymmetrischen bis-Wittig-Olefinierung.
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Die dissymmetrische bis-Wittig-Olefinierung hat sich mittlerweile mehrfach zur Synthese von
Naturstoffen und davon abgeleiteten Verbindungen bewahrt. '*7'?"] Die Starke dieser
Methode liegt darin, dass in einem Schritt Verbindungen mit mehreren methylenverbriickten
(Z)-konfigurierten Doppelbindungen effizient zuganglich sind. Synthesen vergleichbarer
Verbindungen, die auf der Kupplung von Alkinen und einer anschlie®enden teilweisen

Reduktion der Dreifachbindungen basieren, sind stets mehrstufig und somit aufwandiger. ['#®!

3.1.3.1 Synthetischer Zugang zu ®-Oxoalkansauremethylestern
Fur die Synthese homokonjugierter Fettsaureester durch bis-Wittig-Olefinierung werden -

funktionalisierte Aldehyde bendétigt. Verbindungen dieser Art mit unterschiedlichsten
Kettenlangen sind in der Regel literaturbekannt, so dass ihre Synthese nach erprobten
Protokollen erfolgen kann. Die meisten Syntheserouten nutzen als Zwischenstufe -
Hydroxyester, aus denen sich durch PCC- oder Swern-Oxidation die entsprechenden
Oxocarbonsaureester gewinnen lassen (siehe Abbildung 33). Grundsatzlich gilt, dass die
PCC-Oxidation zwar weniger aufwandig ist, die Swern-Oxidation aber saubere Produkte und
bessere Ausbeuten liefert. Bei Verwendung der Swern-Oxidation ist in der Regel keine

Reinigung des Rohprodukts notwendig.

Als Zugang zu w-Hydroxycarbonsdureestern bieten sich je nach Kettenlange
unterschiedliche Synthesestrategien an. Zur Synthese kurzkettiger Hydroxycarbonsaureester
mit n = 2-5 eignet sich eine Route, bei der cyclische Lactone in Methanol durch
saurekatalysierte Ringéffnung in entsprechende w-Hydroxymethylester (iberfiihrt werden. 1'%
%0 (siehe Abbildung 33, Weg A) Es ist empfehlenswert, auf eine Reinigung des -
Hydroxymethylesters zu verzichten, da gerade Kkurzkettige Spezies, wie etwa -

Hydroxypentansduremethylester, stark zur Relactonisierung neigen. [*%

Eine Reinigung
durch Destillation oder Saulenchromatographie an Kieselgel kann deshalb nur unter

Ausbeuteverlusten durchgefiihrt werden.
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Eine Alternative zur Darstellung von w-Hydroxycarbonsauremethylestern, die vor allem fir
die Synthese langerkettiger Verbindungen geeignet ist, stellt die Bayer-Villiger-Oxidation
cyclischer Ketone in Methanol dar (siehe Abbildung 33, Weg C). ['*"!
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Abbildung 33: Synthetischer Zugang zu m-Oxocarbonsaureestern.

Der synthetische Zugang zu o—Hydroxycarbonsaureestern mit der universellsten
Anwendbarkeit geht von Halbestern entsprechender Dicarbonsauren aus. Durch
chemoselektive Reduktion der Carboxygruppe mit BH3 erhalt man in sehr guten Ausbeuten
und frei von Nebenprodukten die ow-Hydroxycarbonsaureester (siehe Abbildung 33, Weg B),

(1321 3ofern

welche durch Swern-Oxidation zum Aldehyd oxidiert werden konnen.
entsprechende Halbester kommerziell erhaltlich sind, ist diese Variante die Methode der
Wahl. Beide Schritte verlaufen mit sehr guten Ausbeuten und liefern Produkte, die ohne

weitere Reinigung eingesetzt werden kénnen.

3.1.3.2 Synthese von (Z)-Hexadec-7-ensaure (67)
Die Synthese von (Z)-Hexadec-7-ensaure (67) erfolgte durch cis-selektive Wittig-Olefinierung

mit dem Wittigsalz 65 und Nonanal (66). Das Triphenylphosphoniumsalz 65 wurde aus o-
Bromheptansauremethylester durch Umsetzung mit Triphenylphosphin in siedendem Toluen

gewonnen.

Die Ausbeute der Wittig-Olefinierung war mit 40 % eher moderat. Die Ursache hierfir ist
darin zu suchen, dass langkettige Wittigsalze, wie 65, stark hygroskopisch sind. Selbst durch
Trocknen am Hochvakuum wurde das Wittigsalz lediglich als zahe, glasartige und noch
Wasser enthaltende Substanz erhalten.® Bei der Wittigreaktion sind deshalb die Verluste

darauf zurtickzufiihren, dass Teile von zugegebenem KHMDS durch Wasser hydrolisiert

® Der Gehalt an Wasser kann aus dem 'H-NMR-Spektrum abgeschatzt werden.



Ergebnisse und Diskussion 39

wurden und somit die Ylidbildung nicht vollstandig verlief. Um diese Probleme zu mindern,
wirde es sich anbieten, das Wittigsalz aus Ether/Dichlormethan umzukristallisieren und Uber
Phosphorpentoxid zu trocknen. Alternativ konnte das Wittigsalz auch durch Reaktion von -
Bromheptansauremethylester mit Triphenylphosphin in der Schmelze dargestellt werden

(siehe Synthese von 68).

©
it o 1 KAMDS W/\/\/\/
\O)]\/\/\/\(D » RO

PPhs
2. ¢,He” CHO

66 67a R=Me
KOH /aq. MeOH
67b R=H

Abbildung 34: Synthese von (Z)-Hexadec-7-ensaure (67).

65

3.1.3.3 Synthese von (2)-[2,2-*H,]-Hexadec-11-ensiure (71)
Die Synthese von (Z)-[2,2-°H,]-Hexadec-11-ensaure (71) erfolgte durch cis-selektive Wittig-

Olefinierung des Triphenylphosphoniumsalzes 68 mit Pentanal (siehe Abbildung 35). Das
Wittigsalz 68 wurde durch Reaktion von o-Bromoundecansaureisopropylester mit
Triphenylphosphin in der Schmelze als harte glasartige Substanz erhalten. "**!  Der
Austausch der C-H-aciden Protonen in a-Postion zur Carbonylgruppe erfolgte mit Natrium in
deuteriertem Methanol (CH3;0D). Durch Hydrolyse mit DCI/D,O wurde die Carbonsaure 71

erhalten.

©

)\ 0O Br @ OHC -~~~ 69 )\ 0
o)‘\ﬁ/\/ PPhs - o —
8
68

70

1. Na/CH;0D
2. DCI/D,0
HOJS(\/\/\/\/R/\/

D D
71

Abbildung 35: Synthese von (Z)-[2,2-*H,]-Hexadec-11-ensaure (71).

3.1.3.4 Synthese von (9Z,12Z)-Hexadeca-9,12-diensaure (75)
Die Darstellung von (9Z,12Z2)-Hexadeca-9,12-diensaure (75) gelang durch gekreuzte Wittig-

Olefinierung des bis-Ylids 72 mit Butanal (73) und dem ®-Oxononansauremethylester (74) in
40 % Gesamtausbeute (siehe Abbildung 36). Durch langsame Zugabe des ersten Aldehyds
Butanal (73) und langsames Erwarmen der Lésung auf Raumtemperatur konnte eine

Addition an beiden Enden des bis-Ylids 72 weitestgehend vermieden werden. Nach Zugabe
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des zweiten Aldehyds 74 im leichten Uberschuss (1,1 eq) entstand so das gekreuzte
Olefinierungsprodukt als Hauptkomponente. Durch Verseifung mit LIOH in THF/Wasser

wurde die Carbonsaure 75 erhalten.

73
78 °C —/™>» RT
PhsP=\ /=PPh > /\/=\/=\V5000H
3 3 o o ;
2.
72 W 7 o~ T4 75

3. LiOH, THF/H,0 (3:1)

Abbildung 36: Synthese von (9Z,127)-Hexadeca-9,12-diensaure (75).

3.1.3.5 Synthese von (4Z,7Z,102)-Octadeca-4,7,10- triensaure (80)
Die Synthese von (4Z,7Z,10Z)-Octadeca-4,7,10-triensaure (80) erfolgte durch dissymme-

trische Wittig-Olefinierung des bis-Ylids 76 mit dem Alumoacetal von Octanal (77) und 3-
Cyanopropanal (78) in 40 Prozent Ausbeute (siehe Abbildung 37).

Alternativ ware unter Verwendung von 4-Oxobuttersauremethylester direkt der Methylester
von 80 zuganglich; zumal durch saurekatalysierte Ring6ffnung von Butyrolacton und
anschliessende Oxidation ein potentieller Syntheseweg zur Verfugung steht. Da Butyrolacton
als mogliche Vorstufe des Neurotransmitters GABA (liquid exctasy) aber mittlerweile nur
unter Auflagen kauflich  erhaltlich ist und zudem die Zwischenstufe 4-

[129]

Hydroxybuttersduremethylester stark zur Relactonisierung neigt , wurde stattdessen der

Umweg Uber das Nitril (79) gewahlt.
OR'
1. , 77
C7H15 OA|(IBU)2 — — —

PhsPWPPh:g > C7H4s5 CN

79

HCI/MeOH

> C7H15/_\/T\/\COOH

KOH /aqg MeOH 80

Abbildung 37: Synthese von (4Z,7Z,102)-Octadeca-4,7,10- triensaure (80).

Durch DIBAL-H-Reduktion von Octansauremethylester wurde der Alumokomplex (77)
erhalten und bei -78 °C langsam zu einer Lésung des bis-Ylids (76) transferiert. Nach
langsamem Erwarmen auf Raumtemperatur und erneutem Abklihlen der Reaktionsmischung
auf -78 °C wurde 3-Cyanopropanal (78) zugegeben. Die Darstellung von 78 erfolgte durch

saurekatalysiertes Entschiitzen des korrespondierenden Dimethylacetals. ['*4
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Durch Hydrolyse des Nitrils 79 wurde die Octadecatriensaure (80) erhalten. Im Vergleich zur
basischen Hydrolyse mit wassrig-ethanolischer KOH bei 80 °C ['* Jieferte die saure
Hydrolyse mit methanolischer HCI bei Raumtemperatur ['** bessere Ausbeuten und weniger
Verunreinigungen. Die saure Hydrolyse flhrte jedoch, trotz der Zugabe von Wasser, nur zu
einem Gemisch von Methylester und freier Saure. Aus diesem Grund wurde das
Produktgemisch im Anschluss einer basischen Hydrolyse mit wassrig-methanolischer KOH
unterworfen. Ausgehend vom Nitril 79 wurde die Carbonsaure (80) in 45 % Ausbeute

erhalten.

3.1.3.6 Synthese von (5Z,8Z,112)-Octadeca-5,8,11-Octadecansaure (90),
(7Z2,10Z2,13Z)-Octadeca-7,10,13-triensaure (91), (8Z,11Z,142)-Octadeca-8,11,14-
triensaure (92)

Die drei homokonjugierten Triensduren 91, 92 und 93 wurden nach der reduktiven Variante

der gekreuzten bis-Wittig-Olefinierung in Ausbeuten von 28-37 % hergestellt (siehe
Abbildung 37).

Die aliphatischen unfunktionalisierten Aldehyde wurden jeweils durch DIBAL-H-Reduktion
der Methylester generiert und als Alumoacetale dem bis-Ylid 76 zugegeben. Die Synthese
der o-Oxocarbonsdureester erfolgte nach literaturbekannten Vorschriften. Die Darstellung
von 5-Oxopentansauremethylester (84) erfolgte durch sdurekatalysierte Ring6ffnung von
Valerolacton und anschliessender Oxidation mit PCC (siehe Abbildung 33, Weg A). "% Die
Synthese von 7-Oxoheptansauremethylester (85) gelang durch ringéffnende Bayer-Villiger-
Oxidation von Cycloheptanon und anschliessende PCC-Oxidation (siehe Abbildung 33, Weg
C). " 8-Oxooctansduremethylester (86) wurde durch chemoselektive Reduktion von
Suberinsauremonomethylester mit BH; und anschlieRender Swern-Oxidation dargestellt
(siehe Abbildung 33, Weg B). ['*%

)

| HaC \HJ\ 81-83
PPhy= — —PPh; + DIBAL-H, -78 °C >H3CMm=\/=\/=\‘/ngOCH3

OHC., ,. COOCH;5
e 27 84-86 87 m=5,n=3
88 m=3,n=5
81 m=5 84n=3 89 m=2,n=6
82m=3 85n=5
83 m=2 86 n=6
90 m=5,n=3
KOH, EtOH/H,0 HaC mCOOH 01 M3 nos
m : 92 m=2,n=6

Abbildung 38: Synthese homokonjugierter Trienfettsduren durch bis-Wittig-Olefinierung.
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Die durch bis-Wittig-Olefinierung erhaltenen Fettsduremethylester wurden mittels wassrig-
ethanolischer KOH verseift, so dass die Carbonsduren in 90-95 % Ausbeute gewonnen
werden konnten. Um fir biologische Futterungsstudien hochreine Fettsauren einsetzen zu

kénnen, wurden diese per HPLC an einer RP18-Saule gereinigt.

3.1.4 Synthese enantiospezifisch deuterierter Fettsauren durch Wittig-
Olefinierung

Die Wittig-Olefinierung kann auch zur Synthese von ungesattigten Fettsauren, die in
Allylstellung enantiospezifisch deuteriert sind, genutzt werden. Hierzu eignet sich ein Ansatz,
bei dem chirale Aldehyde mit entsprechenden Wittig-Salzen verknUpft werden (siehe
Abbildung 39).

Q 0 0
- +
WO —> WLH X PhyP fiog
D

Abbildung 39: Retrosynthese von allylstandig deuterierten chiralen Monoenfettsduren.

Der in Abbildung 39 skizzierte Ansatz bendétigt fir die Wittig-Olefinierung Aldehyde mit einer
enantiospezifischen Deuteriumsubstitution am o-Kohlenstoffatom. Solche Verbindungen
sollten sich durch regioselektive Ringéffnung chiraler Epoxide, gefolgt von einer Oxidation
des erhaltenen Alkohols zum Aldehyd gewinnen lassen (siehe Abbildung 33).

a) b)
R/\(')} > RYOH —— gNYO

O
Om

Abbildung 40: Synthesekonzept in o-Position chiral deuterierter Aldehyde; a) Regioselektive
Ring6ffnung, b) Oxidation.

Die Oxidation des Alkohols soll, ohne dass durch Keto-Enol-Tautomerie eine Racemisierung
am isotopenmarkierten a-Kohlenstoffatom hervorgerufen wird, erfolgen. Am besten geeignet
scheint fiir diese Umsetzung das Dess-Martin-Reagenz '*® da es eine schnelle und

schonende Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden erlaubt

Die fiir die mechanistische Untersuchung von Desaturasen notwendige Isotopensubstitution
mit einem ee-Wert von >95 % setzt voraus, dass fir die Ringéffnung zum Alkohol méglichst
enantiomerenreine Epoxide als Ausgangsverbindungen eingesetzt werden. Eine allgemein
verwendbare Epoxidierungsmethode, welche die asymmetrische Synthese von terminalen
Epoxiden mit solch hohen ee-Werten erlaubt, gibt es bis heute nicht. Seit wenigen Jahren
existieren jedoch Arbeiten von Jacobsen et al., die die Synthese von nahezu
enantiomerenreinen terminalen Epoxiden auf einem Umweg erlaubt. "*" Nach dem Prinzip

der kinetischen Racematspaltung werden dabei racemische Epoxide in Gegenwart von
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einem Cobalt-Salen-Komplex und Wasser umgesetzt. Dieser Katylsator erlaubt die
beschleunigte Hydrolyse eines Enantiomers des racemischen Epoxidgemisches, so dass
nach 50 % Umsatz das andere Enantiomer angereichert zuriickbleibt. ['*® ** Wahrend die
asymmetrische Epoxidierung mit Mangan-Salen-Komplexen im Falle von terminalen
unfunktionalisierten Alkenen nur mit einer geringen asymmetrischen Induktion verlauft, %
"1 Jiefert die kinetische Racematspaltung mit Cobalt-Salen-Komplexen durchweg nahezu
enantiomerenreine Produkte. Der Nachteil der kinetischen Racematspaltung racemischer
Epoxide besteht darin, dass mindestens 50 % der urspringlichen eingesetzten Menge an
racemischem Epoxid verloren gehen. Terminale Epoxide sind jedoch preiswert und in

grossem Mafstab durch Epoxidierung von kauflichen Alkenen mit Peroxysauren darstellbar.

Grundsatzlich erfolgt ein nucleophiler Angriff von terminalen Epoxiden durch Metallhydride
bevorzugt am sterisch besser zuganglichen C-Atom und fihrt somit unter Ring6ffnung zu
sekundaren Alkoholen. Fir die in Abbildung 40 gezeigte Syntheseroute musste deshalb
zunachst ein Weg gefunden werden, um den nucleophilen Angriff auf das hohersubstituierte

Kohlenstoffatom zu lenken, um so zu primaren Alkoholen zu kommen.

Bereits vor etwa 50 Jahren ist die regiochemische Reduktion von Epoxiden mit
Metallhydriden intensiv erforscht worden. ['*?! In mehreren Studien ist dabei der Einfluss von
Lewissauren, wie AICI; ['**' auf die Regioselektivitdt der Reduktion untersucht worden;
andere Autoren haben den Einfluss von sterisch anspruchsvollen Hydridiibertragungs-
reagenzien wie 9,9-di-n-butyl-9-borabicyclo-[3.3.1]-nonan untersucht. " Insbesondere im
Fall von unverzweigten, nicht-cyclischen Epoxiden gibt es jedoch nur wenige
literaturbekannte Ausnahmen, bei denen es gelang den nucleophilen Angriff auf das
hohersubstituierte C-Atom zu lenken. '#*"-1%% problematisch ist auRerdem, dass sich nicht alle
Methoden ohne weiteres auf die Reduktion mit Metalldeuteriden Ubertragen lassen.
Einerseits sind sterisch anspruchsvolle Metalldeuteride nur mit gréfierem synthetischen
Aufwand zuganglich. Andererseits liefert zwar die Reduktion terminaler Epoxide mit
Natriumcyanobordeuterid in Gegenwart von Bortriflourid mit hoher Regioselektivitat den
primaren Alkohol, fiihrt aber zu einem 70:30-Verhaltnis einer Deuteriumsubstitution an
C(1)und C(2). 1"*"

Um ein Syntheseprotokoll fiir die regiochemische Ring6ffnung terminaler Epoxide zu
primaren Alkoholen auszuarbeiten, wurde zunachst racemisches Epoxydecan (93) als
Modellsubstanz gewahlt und die Reduktion mit Lithiumaluminiumdeuterid in Gegenwart
verschiedener Lewissauren untersucht. Weder die Reaktion von 93 in Gegenwart von AICls,
noch von TiCl, oder Ti(OiPr), unter denselben experimentellen Bedingungen fuhrten zur
regioselektiven Ring6ffnung unter Bildung des primaren Decylalkohols. Problemlos gelang

im Vergleich dazu die regioselektive Ringdffnung von Epoxydecan mit TiCly zum a-
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Halohydrin 94. "1 Durch anschlieBende Oxidation von 94 mit Dess-Martin-Periodinan [

gelang die Synthese von a-Chlordecanal (95) (siehe Abbildung 41).

o Dess-Matin-
/\W TiCly Oxidation CHO
5 —_— /\WOH —_— 5
al Cl
93 94 95

Abbildung 41: Synthese von a-Chlordecanal (95) durch regioselektive Ring6ffnung des terminalen
Epoxids (93).

Aufgrund der hohen Neigung zur Isomerisierung ist 95 jedoch nicht zur Synthese von
enantioselektiv markierten Fettsauren geeignet. Dieses Synthesekonzept wurde deshalb

verworfen und stattdessen auf eine etablierte Syntheseroute "*? zuriickgegriffen.

Diese etablierte Syntheseroute nutzt ebenfalls chirale Epoxide als Synthesebausteine. Die
asymmetrische Synthese dieser Epoxide erfolgt tiber die Sharpless-Epoxydierung allylischer
Alkohole (Abbildung 42). Da wiederum eine nahezu enantiomerenreine Isotopenmarkierung
das Ziel dieser Synthese ist, empfiehlt es sich, statt der katalytisch gefiihrten Sharpless-
Epoxidierung die stdéchiometrische Variante zu verwenden. Wahrend die stdchiometrische
Variante ee-Werte > 95 % liefert, erhdlt man bei der katalytischen Variante meist etwas
niedrigere Werte. " Ausgehend vom Produkt der Sharpless-Epoxidierung erfolgt im
nachsten Schritt die regioselektive Ringdffnung mit Natriumbordeuterid. Dabei wird der
Epoxyalkohol zunachst mit Titantetraisopropoxylat komplexiert '°2, so dass ein Angriff des
Nucleophils bevorzugt am y-Kohlenstoffatom stattfindet und das 1,2-Diol gebildet wird. Durch
Spaltung des Diols mit Natriumperiodat "** gelangt man schlieRlich zum chiralen a-
deuterierten Aldehyd. Nach der in Abbildung 42 gezeigten Route Iasst sich dieser Aldehyd

zum Aufbau von chiralen deuterierten Monoenfettsauren nutzen.
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Abbildung 42: Synthesekonzept enantiospezifisch deuterierter Monoenfettsduren: a) Sharpless-
Epoxydierung, b) regioselektive Ring6ffnung, c) Diolspaltung, d) Wittig-Reaktion.

3.1.4.1 Synthese von (11R)-[6,6,11-?Hs]-Octadec-9-ensiure
Als Substrat fur die Sharpless-Epoxidierung wurde der Allylalkohol 99 bendtigt. Dessen

Synthese gelang ausgehend von Pentyliodid (96) in 2 Stufen. Im ersten Schritt wurde
Pentyliodid (96) mit dem Lithiumsalz von Propargylalkohol (97) in flissigem Ammoniak

umgesetzt. Auf ein Schiitzen der Hydroxygruppe als THP-Ether kann verzichtet werden, da
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nach dem HSAB-Prinzip Lithiumacetylide mit Alkyliodiden bevorzugt unter C-C-Verknupfung
reagieren. Die Reduktion des Alkylierungsprodukts 98 mit Lithiumaluminiumhydrid fGhrte
stereoselektiv zur Bildung des (E)-Allylalkohols 99. Fir die asymmetrische Epoxidierung von
99 wurde eine Vorschrift verwendet ['*® die alle Verbesserungen des urspriinglich von
Katsuki und Sharpless entwickelten Protokolls ['*® wie bsp. ein ,Altern* des Katalysators ">,
bericksichtigt. Die Sharpless-Epoxidierung von 99 lieferte den nahezu enatiomerenreinen
Epoxyalkohol 100. Der ee-Wert wurde nach Umsetzung zum Mosher-Ester mittels NMR-

Spektroskopie bestimmt. 152 1571,

o

i
Li .
I 97 A OH LiAID4 PPN
Pent” " > Pent/\/\ ——> Pent X~ “OH
98
96 99
; D
Ti(O'Pr)s, DET 2 Ti(O'Pr);, NaBD, . /\/y\/\
» PentWOH Pent ; OH
'BUOOH 100 101 &n
D cooP D
NalOs, Ph3PJ\/ ' /\/L/\/COoiPr
Pent 20 » Pent =
Benzyltrimethyl- 103
ammoniumchlorid 102
D D D D
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— > pent — OH Pent !
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Abbildung 43: Synthese von (11R)-[6,6,1 1-2H3]-Octadec-9-enséure (108).

Im Vergleich zur regioselektiven Reduktion von Epoxyalkoholen mit dem System
Natriumborhydrid/Titantetraisopropoxylat ['*? verlauft die entsprechende Umsetzung des
Epoxyalkohols 100 mit Natriumbordeuterid/Titantetraisopropoxylat weniger glatt. Da die
Deuteriumibertragung mit einem kinetischen Isotopeneffekis behaftet ist, erforderte die
Reduktion von 2,3-Epoxydecanol (100) vergleichsweise drastische Reaktionsbedingungen.
Erst bei Erhitzen unter Rickfluss gelang eine vollstandige Umsetzung des Epoxyalkohols

100, allerdings mit dem nachteiligen Effekt, dass die Regioselektivitat der Reduktion deutlich
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herabgesetzt ist. So fluhrte die Umsetzung unter diesen Bedingungen lediglich zu einem
60:40-Gemisch von 1,2- zu 1,3-Diol.

Deshalb wurde versucht, die reaktiveren Metalldeuteride, Lithiumaluminiumdeuterid und
Lithiumbordeuterid, darstellbar aus NaBD, durch Metallaustausch ['*®, fiir die nucleophile
Ring6ffnung von 100 einzusetzten. Zwar gelang mit beiden Reagenzien die Reduktion bei
Raumtemperatur; als Produkt wurde allerdings jeweils ein nahezu 1:1-Gemisch von 1,2- zu
1,3-Diol erhalten.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die Reduktion des Epoxyalkohols 100 unter den
gestesteten experimentellen Bedingungen nur mit maRiger Regioselektivitat und in

moderaten Ausbeuten zum deuteriumsubstituierten 1,2-Diol 101 fihrt.

Das als Nebenprodukt gebildete 1,3-Diol  konnte  nur teilweise  durch
saulenchromatographische Reinigung abgetrennt werden. Die Spaltung des 1,2-Diols (101)
zum Aldehyd (102) im nachfolgenden Syntheseschritt konnte jedoch problemlos in
Gegenwart von Spuren des 1,3-Diols durchgefuhrt werden. Hierzu wurde 102 mit
Natriumperiodat in dem Zweiphasensystem Wasser/Dichlormethan umgesetzt. In Gegenwart
des Phasentransferkatalysators Benzyltrimethylammoniumchlorid gelang die selektive
Spaltung von 102 innerhalb weniger Minuten. ['*Y Das als Verunreinigung enthaltene 1,3-Diol
wurde nicht gespalten und verblieb bei der Aufarbeitung in der wassrigen Phase. Um eine
Isomerisierung des Aldehyds 102 zu vermeiden, wurde dieser ohne eine weitere Reinigung
fur die anschliefende Wittig-Olefinierung eingesetzt. Durch cis-selektive Wittig-Olefinierung
mit dem Triphenylphosphoniumsalz von Brombuttersduremethylester wurde der markierte
Tridecensaureisopropylester 103 erhalten. Zur Einbringung weiterer Isotopenmarkierungen
wurde 103 mit Lithiumaluminiumdeuterid reduziert. Durch Substitution des Alkohols 104
wurde das lodid 105 erhalten. Die Zink-Kupfer vermittelte Kreuzkupplung von 105 mit -
lodovalerianséureisopropylester fiihrte schlieBlich zum Methylester der deuterierten Olséure
106. Um eine moglichst gute Umsetzung des deuterierten lodids 105 zu erzielen, wurden
zwei Aquivalente des aus o-lodovaleriansduremethylester dargestellten Dialkylzinkats
eingesetzt. Durch Verseifung von 106 mit LiOH in Wasser/THF 1:3 wurde die deuterierte

Olsaure 107 erhalten.

4 Die Identifikation von 1,2- und 1,3-Diol ist leicht anhand des HH-COSY-Spektrums mdglich. Die Integration der
Signale liefert dabei das Verhaltnis der beiden gebildeten Produkte.
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3.2. Mechanistische Charakterisierung von Desaturasen des
Sphingolipidstoffwechsels hoherer Pflanzen und Tiere

3.2.1 Biosynthese von Sphingolipiden

1888 entdeckte der deutsche Arzt Tudichum eine Substanz, die er wegen ihres ratselhaften
chemischen Verhaltens, abgeleitet von dem Begriff Sphinx, Sphingosin nannte. ['** Heute
weil® man, dass Sphingosin Strukturbestandteil einer Klasse von mittlerweile mehr als 300
verschiedenen so genannten Sphingolipiden ist. [ " Sphingolipide sind in der Natur weit
verbreitet und wurden in Bakterien, Pilzen, Algen, Pflanzen, Tieren und im Menschen

nachgewiesen.

Neben Glyco- und Phospholipiden sind Sphingolipide Bestandteil der Lipiddoppelschicht von
Zellmembranen. Wahrend die Phospholipidzusammensetzung unter anderem mafRgeblich
die Membranfluiditat steuert, ibernehmen Sphingolipide im Wesentlichen andere Aufgaben.
Viele Sphingolipide sind hochaktive Signalmolekiile, die an wichtigen Prozessen, wie dem
Zellwachstum, der Zell-Zell-Erkennung, der Zelldifferenzierung oder dem programmierten

Zelltod (Apoptose) beteiligt sind. [ 762764

Die physiologische Wirkung wird dabei
wahrscheinlich nicht von einem einzigen Sphingolipid bestimmt. Vielmehr scheint ein
komplexes Zusammenspiel, bestehend aus de novo Synthese und Abbau verschiedener
Sphingolipide, die physiologische Wirkung zu bestimmen. "%* ' Obwohl die Regulation und
die Bedeutung der meisten Sphingolipide bis heute nur teilweise verstanden sind, nimmt
doch ein Baustein, das Ceramid (115), innerhalb dieses komplexen Netzwerkes eine
herausragende Stellung ein. '® Nahezu alle Sphingolipide, mit Ausnahme von denen in
hoheren Pflanzen, leiten sich von dieser gemeinsamen Vorstufe ab. Ceramid (115) kann
dabei entweder durch Abbau hoher funktionalisierter Sphingolipide oder durch de novo

Biosynthese entstehen. ['®" 18l

Die de novo Biosynthese von Ceramid (115) beginnt mit der von einer Palmitoyltransferase
katalysierten Kondensation von Palmitinsaure-CoA-Ester (108) mit der Aminosaure Serin
(109) (siehe Abbildung 44). Das so gebildete 3-Ketosphinganin (110) wird im nachfolgenden
Schritt von einer 3-Ketosphinganin-Reduktase in Sphinganin (111) dberfuhrt. Durch
Acylierung der Aminogruppe mit Fettsduren unterschiedlicher Kettenlange wird
Dihydroceramid (113) gebildet. Den letzten Schritt der Biosynthese von Ceramid (115) stellt
die Einfiihrung einer trans-Doppelbindung zwischen C(4) und C(5) dar und wird von einer A*-
Dihydroceramid-Desaturase katalysiert. Dieser letzte Schritt ist von doppelter Bedeutung.
Einerseits liefert er mit Ceramid (115) einen Baustein, von dem sich z.B. durch

Glycosylierung eine Vielzahl weiterer Sphingolipide ableitet. Andererseits wird das biologisch
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wenig aktive Dihydroceramid (113) durch die
Botenstoff Ceramid (115) tiberfiihrt. ['¢”]
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Abbildung 44: Biosynthese vo
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Wahrend man in den meisten Organismen Ceramid (115) als Strukturelement von
Sphingolipiden findet, ist dessen zentrale Rolle in hdheren Pflanzen weniger ausgepragt. ['°!
Vielmehr findet man dort hauptsachlich Sphingolipide, die an C(4) hydroxyliert und zwischen
C(8) und C(9) ungesattigt sind. Die Doppelbindung kann dabei sowohl in (E)- als auch in (Z2)-
Konfiguration vorliegen. In Analogie zum Ceramid (115) mit seinem Sphingosinrickrat
werden die trihydroxylierten pflanzlichen Sphingobasen als Phytosphingosine oder
Phytosphinganine bezeichnet. Die ungesattigten trihydroxylierten Sphingobasen mit einer A%-
Doppelbindung werden entsprechend als Phytosphingenine bezeichnet. Neben den
trihnydroxylierten Sphingolipiden finden sich in Pflanzen haufig Sphingadiene, die eine (E)-
konfigurierte Doppelbindung zwischen C(4) und C(5) und eine (E)- oder (Z)-Doppelbindung
zwischen C(8) und C(9) besitzen. Die fur Saugetiere typischen auf Ceramid basierenden

Sphingolipide sind in den meisten Pflanzen nur in Spuren enthalten. '8 7 1691

Die in Abbildung 44 dargestellte Biosynthese der Sphingolipide ist zu einem gewissen Grad
spekulativ. Obwohl von den meisten Autoren in entsprechenden Schemata Sphingolipide als
Substrate der Hydroxylierung und Desaturierung dargestellt werden, ist bis heute ungeklart,

ob letztlich Sphingolipide oder freie Sphingobasen die Substrate darstellen. "¢ ']

Die Namensgebung der Sphingolipide unterliegt keinen strengen Regeln. Zudem werden
oftmals die historischen Trivialnamen zur Bezeichnung verwendet, so dass das im
Zusammenhang mit Sphingolipiden verwendete Vokabular vielfach unlbersichtlich ist. So
kénnen die Produkte einer A*-Sphingolipiddesaturase als Dihydroxysphingenin, Sphingosin
und Ceramid bezeichnet werden. Eine Ubersicht aller fiir diese Arbeit relevanten
Sphingolipide bzw. Sphingobasen gibt Abbildung 45, wobei die in dieser Arbeit verwendeten
Begriffe fett gedruckt sind.
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Abbildung 45: Struktur und Nomenklatur der haufigsten Sphingolipide in Pflanzen (griin) und Tieren
(rot).

Die Funktion von Sphingolipiden in Saugetieren ist vor allem wegen des pharmazeutischen

[162, 163] Nahezu

Interesses in den letzten Jahrzehnten intensiv untersucht worden.
verschwindend gering ist demgegenlber das Wissen Uber die Bedeutung von Sphingolipiden
in Pflanzen. In neuerer Zeit zeichnet sich jedoch ab, dass Sphingolipide in pflanzlichen
Systemen &ahnliche Aufgaben Ubernehmen und etwa an der Signaltransduktion, der
Stressantwort oder der Phytopathogenese beteiligt sind. ['® ' 17% " y/or diesem Hintergrund
erscheint es kein Zufall zu sein, dass einige Pflanzen ein individuelles, fur ihre jeweilige Art

charakteristisches Verhaltnis von (E)- und (8Z)-Phytosphingenin erzeugen.

Aus dem Bereich der chemischen Okologie kennt man bereits Isomerengemische als
chemische Signalstoffe. Insekten nutzen individuelle (E/Z)-Gemische von fettsaure-
abgeleiteten Verbindungen als spezifische Sexualpheromone. ['"? Sicherlich ist ein direkter
Vergleich der Bedeutung von (E/Z)-Isomerengemischen in Pflanzen und Insekten nicht
zuldssig; moglicherweise handelt es sich jedoch in beiden Fallen um ein dhnliches Prinzip,

bei dem ein individuelles Verhaltnis zweier Isomere als spezifisches Signal dient. Neben der
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physiologischen Bedeutung von (E/Z)-Phytosphingenin fur pflanzliche Systeme stellt sich
aber die Frage, wie solche (E/Z)-Gemische mechanistisch unter Zuhilfenahme von

spezialisierten Desaturasen gebildet werden.

3.2.2 Mechanistische Charakterisierung der A%-(E/Z)-Desaturase aus
Sonnenblumen (Helianthus annuus)

Die A%-(E/Z)-Sphingolipiddesaturase aus der Sonnenblume Helianthus annuus wurde 1998

durch Dr. P. Sperling im Arbeitskreis von Prof. E. Heinz kloniert und konnte in der

[173]

Backerhefe  Saccharomyces cerevisiae Uberexprimiert werden. Eine erste

Charakterisierung dieses Enzyms fuhrte zu dem Schluss, dass es ein Gemisch von (E)- und
(82)-Phytosphingenin zweier Stellungsisomere produziert. Die urspriingliche Hypothese war
deshalb, dass es sich bei diesem Enzym um eine A®-Desaturase handelt, die wahlweise die
C(3)-Hydroxygruppe von Sphinganin oder die C(4)-Hydroxyfunktion von Phytosphinganin als
Erkennungsstelle nutzt. Auf diesem Weg wiirden je nach Substrat (E/Z)-Gemische von A®-

oder A°-Phytosphingenin gebildet (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46: Urspriingliches Arbeitsmodell zur Biosynthese von Phytosphingeninen in hdheren
Pflanzen, wie H. annuus.

Dieses urspringliche Modell zur Biosynthese von Phytosphingenin in Pflanzen musste
jedoch revidiert werden. Weitere Untersuchung zeigten, dass die Sonnenblumendesaturase
keine (9E/Z)-lsomeren, sondern ausschliel3lich ein Gemisch von (8E/Z)-Phytosphingenin im

Verhaltnis von ca 7:1 erzeugt. '™ Durch Fiitterungsstudien an transformierten Hefen
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(Mutante sur2A), denen die Fahigkeit zur C(4)-Hydroxylierung genommen ist, konnte zudem
bewiesen werden, dass die Hydroxylierung zum Phytosphinganin der Desaturierung zum
(E/Z)-Phytosphingenin vorausgeht. "* Damit erfolgt die Biosynthese von Phytosphingenin
auf dem in Abbildung 44 gezeigten Weg.

Mittlerweile konnten im Arbeitskreis von Prof. Heinz eine Reihe weiterer, in ihrer Sequenz
sehr ahnliche A%-Sphingolipiddesaturasen kloniert, in S. cerevisiae Uberexprimiert und
funktionell charakterisiert werden. So erzeugen die A-Desaturasen aus Brassica napus und
Helianthus annuus (E/Z)-Phytosphingenin im Verhaltnis ca. 7:1, die aus Arabidopsis thaliana
(E/Z)-Phytosphingenin im Verhaltnis ca. 3:1 und die Desaturase aus Borago officinalis (E/Z)-

Phytosphingenin im Verhéltnis ca. 4:1. ['7> 17

Offensichtlich handelt es sich bei der gesamten Gruppe von pflanzlichen A3-
Sphingolipiddesaturasen nicht nur um Enzyme, die gleichzeitig zwei Stereocisomere
erzeugen, sondern diese zudem in einem spezifischen (E/Z)-Verhaltnis bilden. Um dem
mechanistischen Ursprung dieses Phanomens nachzugehen, wurde die Desaturase aus H.
annuus, da sie die hochste Aktivitat in S. cerevisiae aufweist, stellvertretend fir die Klasse

der pflanzlichen As-Sphingolipiddesaturasen mechanistisch untersucht.

3.2.2.1 Stereochemischer Verlauf der (E)- und (Z)-Desaturierung
Um den stereochemischen Verlauf der Desaturierung zu (E)- und (8Z)-Phytosphingenin in

transformierten S. cerevisiae Zellen® untersuchen zu kdénnen, wurde an C(8) und C(9)
enantioselektiv deuteriertes Phytosphinganin bendtigt. Durch eine Analyse der Deuterium-
und Wasserstoffverluste nach Desaturierung sollten dann Aussagen zum stereochemischen

Verlauf der Reaktion moglich sein (siehe Abbildung 47).

OH OH
aus Palmitinsaure /\/\/\/‘\)
— CoH1g = H
OH OH ca. 88% OH NH
. /‘\./\/\/'\E\) A8-Desaturase R
919 T = Helianthus anuus
OH ‘NH
R 9H19 OH OH
N
R = H bzw. Acyl ca. 12% OH R

Abbildung 47: Aufgrund der Verluste von Wasserstoffisotopen an C(8) und C(9) (e) sind Aussagen
zum stereochemischen Verlauf der Desaturierung maéglich.

° Es handelt sich dabei um die Mutante sur2A, der die As-(E/Z)-SphingoIipiddesaturase aus der Sonnenblume H.
annuus Uberexprimiert.
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Da Sphingobasen nur durch aufwandige Synthesen zuganglich sind, wobei vergleichsweise
kurze Syntheserouten erst in den letzten Jahren entwickelt wurden % "7 78 wurde
versucht, deuterierte Phytosphinganine durch die Hefe selbst biosynthetisch erzeugen zu
lassen. Phytosphinganin 116 ist das haufigste in S. cerevisiae vorkommende Sphingolipid
und wird ausgehend von Palmitinsaure biosynthetisiert. Durch Zugabe von enantioselektiv
markierter Palmitinsdure 22 zum Kulturmedium der transformierten S. cerevisiae-Zellen war
es so mdoglich, auf dem in Abbildung 48 gezeigten Biosyntheseweg deuteriertes

Phytosphinganin 123 in vivo zu erzeugen.

__________________________________ C9H1QWOH
TR 22
_,—"/ Aufnahme und \l\\
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Abbildung 48: Die Biosynthese und Desaturierung von 4-Hydroxysphinganin (123) erfolgt nach
Applikation der deuterierten Palmitinsaure 22 in der transformierten Hefe. Nach
Uberfiihrung in DNP-Derivate konnten die Sphingobasen 126, 127 und 128 mittels
RP-HPLC getrennt und durch ESI-Massenspektrometrie analysiert werden.

Um moglichst gute Einbauraten zu erzielen, wurde die Fahigkeit der Hefe zur
Fettsadurebiosynthese durch Zugabe von Cerulenin unterdriickt. Bei Cerulenin handelt es
sich um (2R,3S,E,E)-2,3-Epoxy-4-oxo-7,10-dodecadienamid, einem aus dem Pilz
Cephalosporium caerulens gewonnen Metabolit, der als effektiver Inhibitor der

Fettsiurebiosynthese bekannt ist. '"®! Auf diesem Weg kann die Fettsiurebiosynthese der
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Hefen effektiv gehemmt werden, so dass Einbauraten der exogen applizierten Palmitinsaure

22 von Uber 90 % erzielt wurden.

Das aus der deuterierten Palmitinsdure 22 in vivo generierte isotopenmarkierte
Phytosphinganin 123 wird durch die in der transformierten Hefe (iberexprimierte A%-
Sphingolipid-Desaturase aus Helianthus annuus in die isomeren Phytosphingenine 124 und
125 Uberflihrt. Es ist zu beachten, dass der in Abbildung 48 skizzierte Ansatz nur moglich ist,
weil die Hefe S. cerevisiae zwar Phytosphinganin (116), im Gegensatz zu anderen Hefen
aber selbst kein (E/Z)-Phytosphingenin (118, 119) bildet.

Die transgenen Hefen wurden mit 0,25 mM Palmitinsaure 22 inkubiert und bei 30° C
innerhalb von 3-5 Tagen bis zu einer optischen Dichte (ODggo) von 0,8-1,0 kultiviert. Im
Anschluss wurden die Hefezellen einer Bariumhydroxidhydrolyse unterzogen. Die
freigesetzten Sphingobasen wurden anschlieBend mit Sangers Reagenz (2,4-
Dinitrofluorbenzol) in Dinitrophenylderivate (DNP-Derivate) Uberfihrt und dunnschicht-

173 Um die isotopenmarkierten DNP-derivatisierten (E)- und

chromatographisch vorgereinigt.
(82)-Phytosphingenine 126 und 127 hinsichtlich ihrer Wasserstoff- und Deuteriumverluste

analysieren zu kdnnen, wurden die Extrakte per LC/MS analysiert.

3.2.2.1.1 Massenspektrometrische Untersuchung von DNP-derivatisierten
Sphingobasen

Eine Derivatisierung der Sphingobasen mit Sangers-Reagenz zu DNP-Derivaten bietet
entscheidende  Vorteile. DNP-Derivate lassen sich auf  einfache  Weise
dinnschichtchromatographisch mittels UV-Detektion vorreinigen. Dariber hinaus kénnen die
(E/2)-Phytosphingenine durch HPL-Chromatographie an einer RP18-Saule
basisliniengetrennt und mit hoher Empfindlichkeit bei 350 nm detektiert werden (siehe
Abbildung 48). DNP-Derivate lassen sich aufgrund ihrer hohen Polaritat und geringen
Flichtigkeit nicht mehr durch GC-MS-Methoden untersuchen. Deshalb wurde eine Methode

entwickelt, die DNP-Derivate mittels LC/MS zu analysieren.

Zunachst wurde eine MS-Methode ausgearbeitet, bei der die DNP-Derivate unter APCI-
Bedingungen detektiert wurden. Eine Feinabstimmung der MS-Parameter erfolgte mit
synthetischem DNP-Sphingosin unter den HPLC-Bedingungen, wie sie zum Zeitpunkt der
Elution von DNP-Phytosphingenin herrschten.

" Auf eine zeitraubende und mit Verlusten verbundene dinnschichtchromatographische Vorreinigung kann in
vielen Fallen verzichtet werden. Dabei macht sich lediglich nachteilig bemerkbar, dass zuséatzliche unbedeutende
Signale auftreten. Demgegeniiber steht der Vorteil, dass keine, mdglicherweise relevanten Verbindungen durch
die DC-Reinigung verloren gehen (vgl. Abschnitt 3.2.2.7).
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Die APClI-lonisierung von DNP-derivatisierten Sphingolipiden liefert Spektren mit intensiven
[M+H]"-lonen. Neben diesen Pseudomolekiilionen zeigen die Spektren Fragmentionen die,
entsprechend den drei im Molekil vorhandenen Hydroxygruppen, dem sukzessiven Verlust
dreier Wassermolekille entsprechen. Damit lassen sich die DNP-Derivate massenspektro-

metrisch einwandfrei als Phytosphinganine bzw. —sphingenine identifizieren (siehe Abbildung
49).
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Abbildung 49: APCI-Spektrum von DNP-Phytosphingenin (129).

Folgende DNP-derivatisierten Sphingobasen wurden im Extrakt detektiert: Als
Hauptkomponenten treten C(18)-Phytosphinganin (129) und dessen Desaturierungsprodukte
(E)- und (82)-Phytosphingenin (130 und 131) auf. Dartberhinaus lassen sich die um eine C,-
Einheit verlangerten C(20)-Phytosphinganin (132) und C(20)-(E/Z)-Phytosphingenine (133
und 134) nachweisen. Sphinganin (135) als biosynthetische Vorstufe von Phytosphinganin

(129) ist in geringeren Mengen vorhanden (siehe Abbildung 50).
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Abbildung 50: Das RP-HPLC-UV-Chromatogramm (Detektion bei 350 nm) zeigt exemplarisch die
Sphingolipidzusammensetzung transformierter Hefezellen, die in Gegenwart von
Cerulenin und unmarkierter Palmitinsaure kultiviert wurden.

Der Nachteil der APCI-Methode wird deutlich, wenn die Wasserstoff- und Deuteriumverluste
als Folge der Desaturierung bestimmt werden sollen. Da die DNP-Phytosphingenine (126)
und (127) im Vergleich zum DNP-Phytosphinganin (128) in deutlich geringerer Konzentration
vorkommen (siehe Abbildung 48), erhalt man Spektren, die von erheblichem Untergrund-
rauschen begleitet sind. Dadurch ist eine zuverlassige Bestimmung der Anzahl der
verbliebenen Deuteriumatome in den markierten DNP-Phytosphingeninen (126) und (127)

erschwert.

Dank der Unterstitzung durch Dr. Neil Oldham konnte die Analytik der Sphingobasen
erheblich in ihrer Empfindlichkeit gesteigert werden. Dinitrophenylgruppen sind hervorragend
in der Lage, negative Ladungen zu stabilisieren und lassen sich daher massen-
spektrometrisch sehr empfindlich als Anionen detektieren. In Verbindung mit der sanften
Elektronenspray-lonisierung (ESI) erhalt man HPLC/negativ-ESI-Massenspektren, die
nahezu untergrundfrei intensive [M-H]-lonen liefern (siehe Abbildung 51). Eine Frag-
mentierung wird unter diesen Bedingungen nicht beobachtet. Dementsprechend zeigt das
Massenspektrum der Phytosphinganinfraktion ein dominantes lon bei m/z 486, entsprechend
dem vierfach deuteriumsubstituierten DNP-Derivat 128. Daneben ist ein schwaches [M-H]-
lon bei m/z 482 erkennbar, welches unmarkiertem DNP-Phytosphinganin (129), das aus

naturlicher Palmitinsaure biosynthetisiert wurde, entspricht. Das Verhaltnis von deuteriertem
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DNP-Phytosphinganin (128) und natlrlichen DNP-Phytosphinganin (129) kann aus dem
Verhaltnis der beiden lonen m/z 486 und m/z 482 mit 100:5 bestimmt werden und belegt den

ausgezeichneten Einbau der exogen applizierten markierten Palmitinsaure 22.
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Abbildung 51: Die Desaturierung von [*H,]-Phytosphinganin (129) zu (82)-[*H,]-Phytosphingenin
(126) verlauft unter Verlust von zwei Deuteriumatomen im Sinne einer syn-
Eliminierung. (8E)- [ Hs]-Phytosphingenin (127) entsteht durch syn-Eliminierung, wobei
ein Wasserstoff- und ein Deuteriumatom abgespalten werden.

Fur die (82)-Phytosphingeninfraktion (126 und 131) erhalt man ein Massenspektrum, das
intensive lonen bei m/z 480 und m/z 482 zeigt. Hier entspricht wiederum das lon mit der
niedrigeren Massenzahl unmarkiertem Phytosphingenin 131. Das [M-H]-lon bei m/z 482
hingegen gehort zu einem zweifach deuteriumsubstituierten Phytosphingenin 126, das aus
der Desaturierung von 128 entstanden sein muss. Die benachbarten lonen bei m/z 483 und
484 entsprechen den '*C-Satelliten und stimmen in ihrer Intensitat mit dem berechneten
Spektrum von 128 Uberein. Der Verbleib von lediglich zwei Deuteriumatomen ist
gleichbedeutend mit dem Verlust beider Isotopenmarkierungen von C(8) und C(9) der
markierten Vorstufe 128. Eine solche Abspaltung aus dem enantioselektiv markierten
Phytosphinganin 128 ist nur moglich, wenn die Desaturierung nach einem syn-Eliminierungs-
mechanismus verlauft. Dabei wird ausschlieldlich der Verlust von 2[D], nicht aber die
Abspaltung von 2[H]-Atomen beobachtet. Die Desaturierung kann also ausschliefllich aus

einem der beiden Halbrdume, die das Substrat umgeben, erfolgen. Die Bildung von (82)-
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Phytosphingenin 126 verlauft somit unter absoluter diastereofacialer Kontrolle als syn-
Eliminierung unter Verlust des C(8)-Hg und des C(9)-Hk (siehe Abbildung 51).

Das Hauptisomer (8E)-Phytosphingenin 127 zeigt ein intensives [M-H]-lon bei m/z 483 und
ein schwacheres Signal bei m/z 480. Wiederum entspricht das Pseudomolekilion mit der
nierigeren Massenzahl dem natlrlichem Phytosphingenin 130, das mit der hdoheren
Massenzahl dem deuteriumsubstituierten Phytosphingenin 127. Der Verlust von drei
Masseneinheiten durch die Desaturierung von 128 (m/z 486) resultiert aus dem Verlust von
einem Wasserstoff- und einem Deuteriumatom von C(8) bzw. C(9). Wiederum ist dieses
Abspaltungsmuster nur mit einem syn-Eliminierungsmechanismus zu erklaren (siehe
Abbildung 51). Eine Bestimmung der absoluten enantiofacialen Kontrolle fiir die Produktion
des (8E)-Phytosphingenins 127 erfordert jedoch zusatzlich die Lokalisierung des

verbliebenen Deuteriums an der Doppelbindung dieses Isomers.

3.2.2.1.2 Bestimmung der absoluten enantiofacialen Kontrolle
Um das verbliebene Deuterium an der Doppelbindung von (8E)-[?Hs]-Phytosphingenin (127)

zu lokalisieren, erschien es sinnvoll, die Doppelbindung oxidativ abzubauen '®% und die
Spaltprodukte mittels GC/MS zu untersuchen. So sollten durch Dihydroxylierung der
Doppelbindung und Spaltung des resultierenden Diols Decanalfragmente gebildet werden,
die fur den Fall, dass sich das verbliebene Deuterium an C(9) befindet, eine

Isotopenmarkierung aufweisen sollten (siehe Abbildung 52).

(0]

/\/\/\/\)J\ 136
DOH D D OH OH Oxidative D

Spaltung
oder + polare Fragmente

Abbildung 52: Die oxidative Spaltung von 127 fiihrt, je nach Positionierung des verbliebenen
Deuteriumatoms, entweder zum Aldehyd 136 oder 137. 137 entsteht jedoch in jedem
Fall aus dem Abbau von natirlichem (8E)-Phytosphingenin (130).

Die Fraktion des (8E)-Phytosphingenins, bestehend aus einem Gemisch von natirlichem
127 und deuteriertem 130, wurden per HPLC an einer analytischen RP18-Saule gesammelt.
Da die Gesamtmenge aller DNP-Sphingobasen, die aus 100 ml einer Hefekultur gewonnen
werden, ca. 50 pg betragt, liegt die per HPLC gesammelte Menge an (8E)-Phytosphingenin

bei wenigen Mikrogramm.
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Die oxidative Spaltung des isolierten (8E)-Phytosphingenins erfolgte durch Dihydroxylierung
der Doppelbindung mit Osmiumtetroxid und der Spaltung des resultierenden Diols mit
Natriumperiodat. Da sich die Menge an gesammeltem (8E)-Phytosphingenin nur grob
abschatzen lasst, ist eine katalytische ! oder stdchiometrische " Reaktionsfiihrung der
Dihydroxylierung praparativ schwierig. Daher wurde ein Protokoll ausgearbeitet, das mit
Osmiumtetroxid/Natriumperiodat im Uberschuss und im Zweiphasensystem
Wasser/Diethylether ®¥¥ die Spaltung der Modellsubstanz Olsduremethylester im
Submikrogrammmafstab erlaubt. Dieses Protokoll® wurde dann fir die Spaltung der (8E)-

Phytosphingenin-Fraktion Gbernommen.
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Abbildung 53: Aus der oxidativen Spaltung von DNP-(8E)-[’H;]-Phytosphingenin (127) entsteht [1-
H] -Decanal (136). Allerdings entspricht das Verhaltnis von deuteriertem zu
naturlichem Phytosphingenin (127 zu 130) nicht mit dem Verhaltnis ihrer
Spaltprudukte Decanal (137) und [1-°H]-Decanal (136) tberein.

Die Produkte der Spaltung des Phytosphingenins wurden per GC/MS analysiert. Da
Aldehyde unter El-Bedingungen nur schwache Molekilionen liefern, wurde stattdessen die
Messung unter Cl-Bedingungen mit Isobutan als lonisierungsgas durchgefuhrt. Man erhalt so
Massenspektren der Aldehyde, die neben intensiven [M+H]*-Molekilionen zusétzlich
[M+57]*-Adduktionen des Aldehyds mit dem CI-Gas zeigen. Das Massenspektrum des
Decanalfragments aus dem Abbau des Gemisches aus 127 und 130 weist neben dem
[M+H]"*-Molekiilionpeak bei m/z 157 fir unmarkiertes Decanal (137) einen intensiven [M+H]"-

Molekiilionenpeak bei m/z 158 fiir [1-°H]-Decanal (136) auf. Allerdings sollte man erwarten,

9 Die Spaltung der jeweiligen Menge an Olsauremethylester wurde mit 100 pl Ether, 100 pl einer geséttigten
wassrigen Natriumperiodat-Lsg. und 20 ul OsO4 (4 Gew.-% in Wasser) durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte
mehrfach im Zeitraum von 2-12 Stunden.
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dass das Verhaltnis von [1-?H]-Decanal (136) zu Decanal (137) dem Verhaltnis von
markiertem zu natirlichem (8E)-Phytosphingenin (127 zu 130) entspricht. Statt des 2:1-
Verhaltnis wie vor der Spaltung (Abbildung 51), zeigt das Massenspektrum jedoch nahezu
ein 1:1 Verhaltnis aus markiertem und nichtmarkiertem Spaltprodukt. Dieser Befund lasst
zwei mogliche Erklarungen zu. Entweder verlauft die Desaturierung zum (8E)-
Phytosphingenin 127 im Gegensatz zur Bildung des (Z)-lsomeren 126 nicht unter absoluter
diastereofacialer Kontrolle oder aber die verwendete Abbaumethode ist wegen
Komplikationen im Mikrobereich nicht geeignet. Um letzteren Punkt auszuschlieRen, wurde

der Abbau alternativ durch Ozonolyse durchgefihrt.

Hierzu wurde bei -78 °C fiir 30 Sekunden lang Ozon in eine Methylenchloridlésung von (8E)-
Phytosphingenin eingeleitet. Die Probe wurde unmittelbar per GC/CI-MS analysiert. Ein
Zerfall des Ozonids zum Decanal erfolgt thermisch im Injektor des Gaschromatographen. ['8*
1841 Wiederum konnte [1-?H]-Decanal als Spaltprodukt nachgewiesen werden; jetzt betrug das

Verhaltnis von [1-?H]-Decanal zu natiirlichem Decanal jedoch nahezu 1:2.

Demnach wird das Verhaltnis von deuteriertem zu nichtdeuteriertem Decanal von der
verwendeten Abbaumethode beeinflusst. Um dem nachzugehen, wurde [9,10-?H,]-
Olsauremethylester in unterschiedlichen Konzentrationen mittels Osmiumtetroxid/Natrium-
periodat in Wasser/Diethylether gespalten und massenspektrometrisch untersucht. Wahrend
bei Konzentrationen oberhalb von 10 ug pro ml der Markierungsgrad mit >96 % bestimmt
werden konnte, lieferte der Abbau von 0.1 pg 9,10-[*Hy]-Olsduremethylester in 100 pl
Diethylether einen Markierungsgrad von nur noch 75 %. Wodurch ein Verlust der Isotopen-
markierung bei niedrigen Konzentrationen verursucht wird, I&sst sich nicht genau sagen. Ein
mdglicher Grund ware, dass a-Ketolzwischenstufen bei der Dihydroxylierung, wie sie von

van Rheenen beschrieben wurden, gebildet werden. ['°!

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine schonende Variante zur Dihydroxylierung und
anschliefenden schnellen Spaltung des Diols ausgearbeitet (siehe Abbildung 54). Dieses
Protokoll nutzt den von Sharpless et al. zur asymmetrischen Dihydroxylierung entwickelten,
kommerziell erhaltlichen AD-Mix. "®! Die allgemein verwendete Vorschrift der asym-
metrischen Dihydroxylierung mit AD-Mix ! ist selbst im 100 pl-MaRstab leicht handhabbar
und verspricht eine saubere Umsetzung des DNP-(8E)-Phytosphingenins 127 zur
Dihydroxyverbindung 138. Die Spaltung von 138 wurde mit Natriumperiodat unter
Phasentransferbedingungen durchgefiihrt. "> Die Reaktion ist innerhalb weniger Minuten

beendet und sollte somit die Bildung von Nebenprodukten auf ein Minimum reduzieren.
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Abbildung 54: Oxidativer Abbau von deuteriertem DNP-(8E)-Phytosphingenin (127).

Erneut wurde die DNP-(8E)-Phytosphingeninfraktion mittels HPLC isoliert und mit dem
modifizierten Protokoll oxidativ gespalten. Der Abbau liefert wiederum ein Gemisch von
Decanal und [1-?H]-Decanal, wobei in diesem Fall das Verhaltnis dem von markiertem und
naturlichem (8E)-Phytosphingenin vor der Spaltung entsprach (siehe Abbildung 55). Die
Abweichung liegt bei etwa 10 % und erlaubt somit im Vergleich zu den beiden anderen
Methoden eine sichere Zuordnung des verbliebenen Deuteriums zur Position C(9) des DNP-
(8E)-[*H3]-Phytosphingenins (127).
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Abbildung 55: Aus der oxidativen Spaltung von DNP-(8E)-[*H;]-Phytosphingenin (127) entsteht [1-
’H]-Decanal (136). Aus der Spaltung von natiirlichem DNP-(8E)-Phytospingenin (130)
entsteht Decanal (137). Die Verhaltnisse der Isotopomeren vor und nach der Spaltung
sind nahezu identisch.

Demnach erfolgt die Einfuhrung der (E)- als auch der (Z)-Doppelbindung durch syn-Eliminie-
rung zweier vicinaler Wasserstoffatome. Die Desaturierung von [?H,]-Phytosphinganin 123 zu
(8E)-Phytosphingenin (124) verlauft dabei unter Verlust des C(8)-°Hg und des C(9)-'Hs. Das
(8Z)-Isomer 125 entsteht hingegen durch Abspaltung des C(8)-?Hg und des C(9)-*Hg. Damit
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erfolgt die Desaturierung in beiden Fallen aus dem gleichen Halbraum; die absolute
enantiofaciale Kontrolle ist somit fur die Bildung von (E)- und (Z)-Isomeren identisch (siehe
Abbildung 56).

D DD OH OH
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CoHyg E H
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- o o OHR/NH
M A8-Desaturase
CoH1g H H H syn-Eliminierung
B OH NH D D QH OH

12 A CoH M
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Abbildung 56: Stereochemischer Verlauf der Desaturierung von enantiospezifisch isotopen-
markiertem Phytosphinganin 123.

3.2.2.2 Ausschluss von unspezifischen Isomerasen
0
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Abbildung 57: Kulturen von S. cerevisiae, die lediglich einen Leervektor enthalten und nicht die
Desaturase aus H. annuus exprimieren, wurden mit (E)-Hexadec-6-ensaure (139)
inkubiert. FUr den Fall, dass die Hefe eine unspezifische Isomerase besitzt, wiirde
auch (82)-Phytosphingenin (119) gebildet.

Prinzipiell ware es denkbar, dass das Gemisch von (8E)- und (82)-Phytosphingenin, statt

von der transgenenen A®%-Sonnenblumendesaturase, von einer bisher unbekannten,

unspezifischen Isomerase aus der Hefe S. cerevisiae gebildet wird. Da A%

Sphingolipiddesaturasen aus unterschiedlichen Pflanzen in demselben Expressionssystem

verschiedene Verhaltnisse von (E)- und (Z)-Phtosphingenin einstellen (vgl. Einleitung),

erscheint die Beteiligung einer Isomerase unwahrscheinlich, kann jedoch nicht explizit
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ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde (E)-Hexadec-6-ensaure” (139) analog
der in Abschnitt 3.2.2.1 beschriebenen Vorgehensweise zu transformierten S. cerevisiae-
Kulturen gegeben (siehe Abbildung 57).

Der erste Schritt der Sphingolipidbiosynthese wird von einer Serin-Palmitoyltransferase
katalysiert. Dieses Enzym ist hochspezifisch fiir die Ubertragung von Palmitinsaure, so dass
ungesattigte Fettsauren mit (Z)-Konfiguration der Doppelbindung sowie Fettsauren anderer
Kettenlange entweder gar nicht oder deutlich schlechter tibertragen werden. '"®1 Da aber (E)-
Hexadec-6-ensaure (139) konformativ dem natlrlichen Substrat Palmitinsaure (108) sehr
ahnlich ist, wird sie auf dem in Abbildung 44 gezeigten Biosyntheseweg gut eingebaut und in
(8E)-Phytosphingenin (118) Uberfiihrt. Eine Isomerisierung zum (8Z)-Phytosphingenin (119)
kann in LC/MS-Untersuchungen des Sphingolipidmusters nicht beobachtet werden (siehe
Abbildung 58). Somit kann ausgeschlossen werden, dass eine Isomerase an der Bildung von
(82)-Phytosphingenin (119) beteiligt ist.
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Abbildung 58: HPLC-UV-Chromatogramm (Detektion bei 350 nm) DNP-derivatisierter Sphingobasen
aus Hefezellen, die mit (E)-Hexadec-6-ensaure (139) inkubiert wurden.

3.2.2.3 Untersuchungen zur Kryptoregiochemie
Um weitere mechanistische Details {iber die A%-(E/Z)-Sphingolipid-Desaturase aufzuklaren,

wurden in weiteren Experimenten kinetische Isotopeneffekte (KIE) bestimmt.

Nach dem allgemein favorisierten mechanistischen Modell verlaufen Desaturierungen nach
einem Zweistufen-Mechanismus (siehe Abbildung 59 und vgl. Kapitel 1.6). Ein groRer KIE flr
den Wasserstoffverlust an einem Kohlenstoffzentrum, zusammen mit einem vernach-
lassigbar kleinen KIE am benachbarten Zentrum, gilt allgemein als Beweis flr einen
Zweistufen-Prozess, wobei die Position mit dem hdheren KIE dem initialen Angriffspunkt des

[49, 50]

Enzyms entspricht. Aus diesem Grund werden Untersuchungen zu kinetischen

Isotopeneffekten auch Untersuchungen zur Kryptoregiochemie genannt (vgl. Kapitel 1.6.2).

" Die Synthese von (E)-Hexadec-6-ensaure (139) erfolgte analog zur Synthese von 61.
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Abbildung 59: Zweistufiger Reaktionsmechanismus, wie er fiir Desaturasen favorisiert wird.

Zur Bestimmung der KIE wurde die an C(6) bzw. an C(7) racemisch markierten
Palmitinsduren 38 und 53, die jeweils zwei zusatzliche Deuteriumatome an C(5) besitzen,
eingesetzt. Das Vorgehen ist in Abbildung 60 exemplarisch fur die Verfutterung von rac-
[5,5,7-?Hs]-Palmitinsaure 53 gezeigt. Die an C(7) racemisch isotopenmarkierte Palmitinsiure
53 wird von den transformierten Hefezellen aufgenommen und aufgrund der Hemmung der
hefeeigenenen Fettsaurebiosynthese mit Cerulenin in erhdhtem Umfang zur Biosynthese
des an C(9) monodeuterierten Phytosphinganins 140 benutzt. Durch Desaturierung von 140
durch die transgene A%- Sonnenblumendesaturase werden insgesamt vier mégliche Produkte
(141-144) gebildet. Da festgelegt ist, mit welcher Seitenselektivitait der
Desaturierungsprozess verlauft (siehe Kapitel 1.6), fuhrt die Desaturierung zum (8E)-
Phytosphingenin von einer Halfte des racemischen Phytosphinganins 140 zwangslaufig zum
Verlust des Deuteriumatoms von C(9) und zur Bildung von 141. Fir die Desaturierung der
anderen 50 Prozent hingegen bleibt die Markierung an C(9) erhalten und als Produkt der
Desaturierung wird 142 gebildet. Entsprechendes gilt auch fir die Bildung der beiden
moglichen  (82)-Phytosphingenine 143 und 144. Fur den Fall, dass die
Wasserstoffabstraktion an C(9) mit einem KIE behaftet ist, wird der Anteil des Racemats, bei
dem ein Deuteriumatom der Desaturase exponiert ist, deutlich langsamer umgesetzt.
Letztlich resultiert hieraus ein Ungleichgewicht der beiden gebildeten (8 E)-Phytosphingenine
141 und 142. Das Verhaltnis von 142 zu 141 liefert einen experimentellen KIE fir die
Desaturierung zum (8E)-Phytosphingenin an C(9). Dieselben Uberlegungen fihren zum KIE
fur die Bildung des (82)-lsomeren, da auch hier zwei Produkte 143 und 144 in

unterschiedlichen Mengen entstehen.

Die Metaboliten wurden wiederum in Form ihrer DNP-Derivate (145-148) mittels HPLC/ESI-
Massenspektrometrie analysiert. Fir den Fall des (82)-Phytosphingenins ergibt sich bei
Applikation der Palmitinsdure 53 ein Verhéltnis von (82)-[7,7,9-?Hs]-Phytosphingenin (144) zu
(82)-[7,7-*H]-Phytosphingenin (143) von ca. 4:1 (siehe Abbildung 60). Im Gegensatz dazu
entstehen (8E)-[7,7,9-°Hs]- und (8E)-[7,7-°H,]-Phytosphingenin (141 und 142) im Verhaltnis
von nahezu 1:1. Somit ist der Verlust eines Deuteriums von C(9) mit einem kinetischen
Isotopeneffekt behaftet, wenn das (8Z)-Isomer gebildet wird; die Bildung des (8E)-Isomers

erfolgt hingegen ohne einen signifikanten KIE an C(9).
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Abbildung 60: Racemische [5,5,7-°Hs]-Hexadecansaure (53) wird von S. cerevisiae aufgenommen
und flieRt in die Sphingolipidbiosynthese der Hefe ein. In vivo generiertes, deuteriertes
Phytosphinganin 140 wird durch die exprimierte A%-Desaturase aus H. annuus in die
vier moglichen Phytosphingenine (141-144) Uberfihrt. Entsprechend dem mit der
Desaturierung verbundenen experimentellen KIE werden die Produkte 141-144 in
unterschiedlichen Mengen gebildet. Die Desaturierungsprodukte wurden per LC/MS
als DNP-Derivate (145-148) untersucht.

Um die KIE zu bestimmen, die auftreten, wenn ein Deuteriumatom von C(8) abstrahiert wird,
wurde rac—[5,5,6-2H3]-Hexadecanséure (38) verfuttert und die KIE, wie zuvor beschrieben,
bestimmt. Alle gemessenen KIE, die sich aus mindestens drei unabhangigen

Inkubationsversuchen ergaben, sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Eingesetzte Fettsdure | A%-Phytosphingenin | KIE an KIE
5,5,6-[°Hs]-Palmitinsdure | (E)-lsomer C(8) kup =1.91+0.14
5,5,7-[°Hs]-Palmitinsdure C(9) kip =1.16 £ 0.04
5,5,6-[°Hs]-Palmitinsaure | (Z)-lsomer C(8) kup =2.07 £ 0.16
5,5,7-[°Hs]-Palmitinsaure C(9) Kuyp = 3.79 £ 0.59

Tabelle 2: Experimentell bestimmte kinetische Isotopeneffekte (KIE).

Ein Vergleich der gemessenen KIE macht zwei gegenlaufige Trends deutlich. Fir das (8E)-
Isomer wird ein niedriger, aber deutlicher KIE fir den Deuteriumverlust von C(8) beobachtet.
Die Abspaltung des Deuteriums von C(9) geht demgegentiber ohne signifikanten KIE einher.
Demnach sollte das (8E)-Isomer durch initialen Angriff an C(8) einem Zweistufenmecha-
nismus folgend gebildet werden. Uberraschenderweise wurden fiir das (82)-Isomere sowonhl
an C(8) als auch an C(9) deutliche KIE gemessen. Gleichwohl ist im Vergleich zum (8E)-
Isomer ein gegenlaufiger Trend erkennbar. FlUr das (82)-Isomer wird der gréssere KIE an
C(9) gemessen, ein niedrigerer dagegen an C(8). Dementsprechend sollte die Bildung des

(8Z2)-Isomers durch bevorzugten initialen Angriff an C(9) erfolgen.

Anhand der experimentellen KIE lasst sich in Verbindung mit den Ergebnissen zum
stereochemischen Verlauf der Desaturierung ein mechanistisches Modell entwerfen, das den

Ursprung von (8E)- und (82)-Phytosphingenin erklart.

3.2.2.4 Modell zum Ursprung von (E/Z)-lsomeren
Allein auf Basis der stereochemischen Analyse ware ein mechanistisches Modell denkbar,

bei dem durch Verlust des C(8)-Hr zunachst ein Primarradikal gebildet wird (siehe Abbildung
61). Unter der Vorraussetzung, dass diese Spezies lange genug stabilisiert wird, um eine
teilweise Rotation der C(8)-C(9)-Einfachbindung zu ermdglichen, wirde man zwei
unterschiedliche Konformationen erhalten. Je nach eingestellter Konformation ist einmal das
C(9)-Hg, im anderen Fall das C(9)-Hs dem aktiven Zentrum des Enzyms exponiert. Eine syn-
Eliminierung unter Verlust des C(9)-Hg flihrte so zwangslaufig zum (82)-Phytosphingenin, ein
Verlust des C(9)-Hs jedoch zum (8E)-Isomer. Dieses urspriingliche Modell setzt fir die
Bildung beider Isomere einen initialen Angriff an Position C(8) voraus, wodurch sich ein
eklatanter Widerspruch zu den gemessenen kinetischen Isotopeneffekten ergibt. Unter
Einbeziehung der Ergebnisse zur Kryptoregiochemie ergibt sich deshalb ein etwas anderes
Bild.
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Abbildung 61: Urspringliches Modell zur Herkunft von (E)- und (Z)-Isomeren.

Demnach kénnten zwei energetisch verschiedene und daher unterschiedlich gewichtete
Startkonformationen existieren, aus denen entweder das (8E)-Isomer oder das (8Z)-Isomer
gebildet wird. Aus einer mdglichen anti-Konformation kénnte so, nach initialer
Wasserstoffabspaltung an C(8), ein intermedidares Radikal entstehen, welches durch f-
Spaltung das C(9)-Hr ohne merklichen KIE verliert. Neben der bevorzugten anti-
Konformation, die zum Hauptprodukt (8E)-Phytosphingenin fiihrt, sind zwei nahezu
energetisch  aquivalente gauche-Konformationen denkbar, aus denen eine (2)-
Doppelbindung gebildet werden kann. Je nach Vorliegen der einen oder der anderen
gauche-Konformation, ist dabei entweder das C(8)-Hr oder das C(9)-Hs dem aktiven
Zentrum naher positioniert, so dass der initiale Angriff an beiden Zentren erfolgen kann.
Diese Annahme wird von den experimentell bestimmten KIE unterstitzt, da sowohl flr die
Position C(8) als auch C(9) mit 2,07 bzw. 3,79 deutliche KIE gemessen wurden. Aufgrund
des grosseren KIE an C(9) verlauft der Desaturierungsprozess bevorzugt aus der gauche-

Konformation heraus, bei der der initiale Angriff an C(9) erfolgt (siehe Abbildung 62).

Das mechanistische Modell zweier gauche- und einer anti-Ausgangskonformation ist in
Ubereinstimmung mit dem stereochemischen Verlauf, der fur die Bildung beider
Phytosphingeninisomere einen syn-Eliminierungsmechanismus mit identischer
Seitenselektivitdt voraussetzt. Zudem erklart das Modell die ungewodhnlich niedrigen
experimentellen kinetischen Isotopeneffekte. So sollte die A%-(E/Z)-Desaturase in der Lage
sein, auf eine Deuteriumsubstitution an C(8) oder C(9) so zu reagieren, dass die
Desaturierung vermehrt aus der Konformation heraus erfolgt, die keine initiale
Deuteriumabstraktion bendtigt. Entsprechend sollte eine Deuteriumsubstitution an C(8) bzw.
C(9) auch einen Einflull auf das (E/Z)-Verhaltnis der Produkte haben. Eine experimentelle

Bestatigung hierfir liefert die Tatsache, dass Fiitterungsexperimente mit rac-[5,5,6-°H]-
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Hexadecansaure (38) ein (E/Z)-Verhaltnis von ca 6:1 liefert, wahrend die Experimente mit
rac-[5,5,7-°Hs]-Hexadecansaure (53) zur Bildung von (8E)- und (82)-Phytosphingenin im
Verhaltnis ca. 11:1 fuhrt.
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Abbildung 62: Mechanistisches Modell zum Ursprung von (E/Z)-Phytosphingenin (118 und 119).
Unterschiedlich gewichtete anti- und gauche-Konformationen flhren unabhéangig zu
(8E)- bzw. (82)-Phytosphingenin.

3.2.2.5 Bestimmung der intrinsischen kinetischen Isotopeneffekte
Das mechanistische Modell unterschiedlich gewichteter gauche- und anti-Konformationen

liefert eine plausible Erklarung fir die durchweg sehr niedrigen experimentellen kinetischen

Isotopeneffekte. Allerdings ist auch eine andere Deutung mdglich.

Enzymreaktionen bestehen nicht allein aus der chemischen Reaktion, sondern beinhalten
eine Reihe weiterer vor- und nachgelagerter Prozesse. Im Fall von Desaturasen sind Schritte
wie Elektronentransfer, Sauerstoffbindung und —aktivierung, Substratbindung und
Produktfreisetzung beteiligt, die zur Kinetik der Enzymreaktion beitragen. " Dies kann dazu
fihren, dass die kinetischen Isotopeneffekte verdeckt werden, also deutlich niedriger
ausfallen als man es z.B. fir einen geschwindigkeitsbestimmenden Reaktionschritt erwartet.
Diese Effekte kbnnen sogar zu einer vollstandigen Maskierung des intrinsischen KIE fiihren,
wie das Beispiel der A>~ACP-Desaturase aus Rizinus zeigt. Wahrend Untersuchungen mit
isotopenmarkierten Substraten KIE von ca. 1 ergeben haben % deuten aktuelle detaillierte
enzymkinetische Untersuchungen darauf hin, dass hier die initiale Bindungspaltung einen

KIE in der GréRenordnung von ca. 10 aufweist. 2%

Um eine Unterscheidung treffen zu kdnnen, ob im Fall der A%-Spingolipiddesaturase die
durchweg sehr niedrigen KIE auf maskierende Faktoren, oder aber, wie das mechanistische
Modell vermuten lasst, durch ein konformatives Ausweichen verursacht werden, wurden
weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Hierzu wurden Substrate verwendet, die es erlauben,

kinetische Isotopeneffekte zu bestimmen, die nicht durch ein Ausweichen des Enzyms
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erniedrigt werden kénnen. Diese Stoffwechselsonden wurden dabei so konzipiert, dass in
jedem Fall der initiale Angriff die Abspaltung eines Deuteriumatoms beinhaltet. Diese
Bedingung wird von der an Position C(6) und C(7) jeweils dideuterierten Palmitinsdure 63
erfullt. Durch Fitterung eines 1:1 Gemisches aus [6,6,7,7,8,8-2H6]-Palmitinséure (63) und
[8,8-?H,]-Palmitinsdure (64), in Gegenwart des Fettsduresyntheseinhibitors Cerulenin,
werden beide Fettsauren in guten Einbauraten in die deuterierten Phytosphinganine 149 und
150 Uberflhrt. Durch Desaturierung entstehen daraus in unterschiedlichen Mengen die vier
Phytosphingenine 151-154.

D D o o

C8H1WOH CBH17>(\/\/\)I\OH
63 D DDD - DD
Biosynthese 64

Abbildung 63: Transformierte Hefezellen wurden mit einem 1:1-Gemisch aus [8,8-2H2]-Palmitinséure
(64) und [6,6,7,7,8,8-2H6]-Palmitinséure (63) inkubiert. Beide Fettsauren flieRen in den
Sphingolipidstoffwechsel der Hefe ein, so dass die beiden Phytosphinganine 149 und
150 in vivo gebildet werden. Durch Desaturierung von 149 und 150 werden, aufgrund
KIE, die Phytosphingenine (151-154) in unterschiedlichen Mengen gebildet.

Die Menge der einzelnen deuterierten Phytosphingenine ist abhangig vom kinetischen
Isotopeneffekt der initialen Deuteriumabspaltung. Aus dem Verhaltnis der (8E)-Isomere (152
zu 151) einerseits und aus dem Verhaltnis der (8Z2)-Isomere (154 zu 153) andererseits,
lassen sich zwei kinetische Isotopeneffekte berechnen. Diese so ermittelten KIE lassen sich
im Gegensatz zu den in Kapitel 3.2.2.3 gemessenen KIE nicht mehr einem Zentrum, also
C(8) oder C(9), zuordnen und sind deshalb nicht geeignet, den Ort des initialen Angriffs der
Desaturase zu bestimmen. Daflir geben sie, falls keine Maskierung vorliegt, die absoluten

Werte der kinetischen Isotopeneffekte fir die Bildung des (E)- bzw. des (Z)-Isomers wider.
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Um die kinetischen Isotopeneffekte zu bestimmen, wurden die Hefezellen nach basischer
Hydrolyse und Derivatisierung zu DNP-Derivaten mittels HPLC/ESI-MS untersucht.
Uberraschenderweise stellte sich dabei heraus, dass die beiden Palmitinsduren 63 und 64
nicht in gleichen Anteilen in die Substrate 149 und 150 der Desaturase Uberfuhrt werden
(siehe Abbildung 64). Statt eines 1:1-Verhaltnisses wurde ein Verhaltnis von ca. 1:0,6 von
[6,6,7,7,8,8-Hs]-Phytosphinganin (149) und [8,8-?H,]-Phytosphinganin (150) erhalten.

100 - 488,4
OH OH DD OH OH
CBH17>(\/\/\/k) CSH17>W
9 D D OH NH D DD D OH R
5 DNP-150 R DNP-149 R
2
c
g 484,5
£
[
2
5 489,4
= R: N02
460 485,5
o O,N
4835
I 486,5 490,4
o - — I I T
m/z

Abbildung 64: Negativ ESI-MS-Spektrum der Phytosphinganin-Fraktion nach Fitterung von 63 und
64 im Verhaltnis 1:1.

Die Messung kinetischer Isotopeneffekte basiert auf der Annahme, dass die Substrate der
Desaturase in hohem Uberschuss zugegen sind und die gleiche Wahrscheinlichkeit besteht,
ein Substratmolekil mit oder ohne Deuteriumsubstitution umzusetzen. Der letzte Punkt ist
hier jedoch nicht erfiillt, da die Sonnenblumendesaturase nicht einen 1:1 Pool der Substrate
149 und 150, sondern ein 1:0,6 von 149 und 150 zur Verflgung hat. Daher missen die
experimentellen KIE etwa um den Faktor 2, entsprechend dem Substratangebot von 149 und

150, korrigiert werden.

Die Massenspektren der (8E)- und (8Z)-Phytosphingeninfraktionen zeigen beide ein etwa
5:2-Verhaltnis von d,- zu ds-markiertem Phytosphingenin und zeigen damit sowohl fur die
Bildung des (E)-Isomeren als auch des (Z)-Isomeren einen deutlichen kinetischen
Isotopeneffekt (siehe Abbildung 65).
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Abbildung 65: Negativ ESI-MS-Spektren der DNP-derivatisierten (8Z2)-Phytosphingenin-Fraktion
(links) und der (8E)-Phytosphingenin-Fraktion (rechts), welche aus Hefekulturen
isoliert wurden, die mit 63 und 64 im Verhaltnis 1:1 inkubiert wurden. Die Verhaltnisse
der Isotopomeren liefern den beobachteten KIE (kp/kp).

Nach Korrektur des lons bei m/z 482 um den [M+2]-Isotopenpeak von 129 und Korrektur des

lons bei m/z 484 um den [M+2]-Isotopenpeak von DNP-153 wurden die in Tabelle 3

zusammengestellten KIE erhalten. Berlcksichtigt man zusatzlich das Substratangebot von

150 zu 149 von 1:0,6, ergibt sich ein tatsachlicher kinetischer Isotopeneffekt von 4,3 flr das

(E)-lsomer und von 5,1 fiir das (Z)-Isomer.

(E)-Isomer beobachteter KIE | Verhaltnis Substrate tatsachlicher KIE
Peakintensitat [%] (152/151) (149/150) (152/151)*(149/150)
Messung 1 2,18 1,84 4,02
Messung 2 2,71 1,62 4,41
Messung 3 2,51 1,74 4,37
"""" Mittelwert | 247 [ T T 426+022 0
(Z)-1somer beobachteter KIE | Verhaltnis Substrate tatsachlicher KIE
Peakintensitat [%)] (154/153) (149/150) (154/153)*(149/150)
Messung 1 2,69 1,84 4,95
Messung 2 3,27 1,62 5,31
Messung 3 2,82 1,74 4,91
"""" Mittelwert | 292 [ T T T 506+022
Tabelle 3: Experimentell beobachtete KIE und tatsachliche KIE.

Die hier erhaltenen hohen kinetischen Isotopeneffekte zeigen damit eindeutig, dass die

niedrigen experimentellen KIE, die in Kapitel 3.2.2.3 bestimmt wurden, nicht durch eine

Maskierung der intrinsischen KIE zu erklaren sind. Vielmehr stiitzen die experimetellen KIE



72 Ergebnisse und Diskussion

ein Modell, in dem die Desaturase die Wahl zwischen gauche- und anti-

Ausgangskonformationen besitzt und so einer Deuteriumpositionierung ausweichen kann.

3.2.2.5.1 Metabolismus von [6,6,7, 7,8,8-2H6]-Palmitinséiure (63)
Grundsatzlich Iasst sich beobachten, dass Hefen besser in Gegenwart ihres naturlichen

Substrats Palmitinsdure wachsen als in Gegenwart von deuterierten Palmitinsduren.
Demnach erscheint es wenig plausibel, dass die sechsfach deuterierte Palmitinsdure 63
besser in isotopenmarkiertes Phytosphinganin dberfihrt wird als die lediglich zweifach
deuterierte Palmitinsdure 64 (siehe Abbildung 64). Vielmehr kann man vermuten, dass 64
insgesamt  besser verstoffwechselt wird und dadurch fur die eigentliche
Sphingolipidbiosynthese nur begrenzt zur Verfligung steht. Um dieser Frage nachzugehen,
wurde ein Anteil der inkubierten Hefezellen einer basischen Methanolyse unterworfen und

die erhaltenen Fettsduremethylester per GC/MS analysiert.
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Abbildung 66: GC-MS-Chromatogramm der Fettsduremethylester, welche aus Hefekulturen isoliert
wurden, die mit einem 1:1-Gemisch von 63 und 64 inkubiert wurden. Durch die
Zugabe von Cerulenin ist die Kettenverlangerung der applizierten Palmitinsduren fast
vollstandig unterdrtckt.

Unter normalen Wachstumsbedingungen enthalt S. cerevisiae als Hauptkomponenente
Olsaure, in etwas geringeren Mengen Palmitinsdure und darlber hinaus eine Reihe weiterer
Cie- und Cys-Fettsduren in unterschiedlichen Anteilen. ['®® Im Gegensatz dazu besitzen
Hefezellen, deren Fettsdurebiosynthese mit Cerulenin gehemmt wurde, Cqg-Fettsauren nur
im Spurenbereich (siehe Abbildung 66). Dominierend sind Palmitinsdure und
monoungesattigte Cis-Fettsauren, wobei nach Applikation gleicher Mengen 63 und 64 in
beiden Gruppen eine nahezu 1:1-Verteilung der [°H,]- und [*Hg]-Isotopomeren herrscht. Die

Hypothese, die zweifach deuterierte Palmitinsaure (64) konnte vermehrt zur Biosynthese von
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langerkettigen ungesattigten Fettsduren wie der Olsaure genutzt werden und damit nicht
mehr der Sphingolipidbiosynthese zur Verfligung stehen, muss damit ausgeschlossen
werden. Zwar wird [10,10-?H,]-Octadecansdure (aus 64) erwartungsgemaR besser zu
Olsaure desaturiert als [8,8,9,9,10,10-2H6]-Octadecanséure (aus 63); die Gesamt-
konzentration an C.g-Fettsaduren ist aber zu gering, um die Hypothese zu stiitzen. Folglich
muss eine Differenzierung zwischen [8,8-2H2]- und [6,6,7,7,8,8-2H6]-Palmitinséure wahrend

der Sphingolipidbiosynthese stattfinden.

3.2.2.6 Einfluss der Kettenlange auf das Verhaltnis von (8E)- und (82)-
Phytosphingenin

Nach dem mechanistischen Modell (siehe Abbildung 62) mit energetisch unterschiedlichen
anti- und gauche-Konformationen sollte auch die Kettenlange der Substrate einen Einfluss
auf deren Gewichtung und damit auf das (E)- und (Z)-Produktverhaltnis haben. Um dieser
Frage nachzugehen, wurden C4s-Dihydroxysphinganin 156 und C,o-Dihydroxysphinganin 155
an die transformierten Hefekulturen verfuttert. Beide Sphingobasen wurden von Dr. Christian

Hertweck synthetisiert und fiir die Fiitterungsexperimente zur Verfiigung gestellt. ['"®!
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Abbildung 67: HPLC-UV-Chromatogramm (Detektion bei 350 nm) DNP-derivatisierter Sphingobasen
von Hefekulturen, die mit Cyy-Dihydroxysphinganin (155) inkubiert wurden.

Das Muster der DNP-derivatisierten Sphingobasen nach Fitterung von  Cyo-
Dihydroxysphinganin (155) ist in Abbildung 67 dargestellt. Hierbei zeigt sich, dass 155 von
den transformierten Hefezellen aufgenommen und problemlos zu Cy,-Trihydroxysphinganin
132 hydroxyliert und anschlielend zu (8E/Z)-C,o-Phytosphingenin (133/134) desaturiert wird.
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Die exakte Quantifizierung des (E/Z)-Verhaltnisses ist nicht mdglich, da mit dem (8E)-Isomer
auch geringe Mengen enthaltenes C1o-Trihydroxysphinganin eluieren. Somit wird das (8E/Z)-
Verhaltnis durch Integration der Peakflachen (UV 350 nm) aus drei Messungen mit (5,0
0,15) zu 1 etwas zu hoch bestimmt. Alternativ lasst sich das (8E/Z)-Verhaltnis aus den
Massenspektren durch Integration der lonenspuren bestimmen. Aus drei aufeinander
folgenden Messungen wurde ein Verhaltnis von (3,9 + 0,3) zu 1 erhalten. Dieser Wert fallt
jedoch vergleichsweise niedrig aus, da eine Integration der lonenspur nicht exakt moglich
war. Das tatsachliche Verhaltnis von (8E)- und (82)-C,-Phytosphingenin sollte deshalb
zwischen dem aus dem UV bestimmten und dem aus dem Massenspektrum abgeleiteten
Wert liegen. Gleichwohl ist ein deutlicher Einfluss der Kettenlange zu erkennen. Im Vergleich

zum C4g-Phytosphingenin ist das (8E/2)-Verhaltnis von ca. 7:1 signifikant herabgesetzt.

Das HPL-Chromatogramm der DNP derivatisierten Sphingobasen nach Fitterung von Ce-
Dihydroxysphinganin (156) ist in Abbildung 68 gezeigt. Im Gegensatz zum Cy-Homologen
wird keine Hydroxylierung zum Phytosphinganin und folglich auch keine Desaturierung
beobachtet. Moglicherweise wird 156 schon von der Dihydroceramidsynthase nicht als
Substrat akzeptiert (siehe Abbildung 44). Die Frage, ob es eventuell einen kontinuierlichen
Trend der (8E/Z)-Verhaltnisse von kurzeren zu langeren Kettenlangen gibt, kann somit nicht
beantwortet werden.
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Abbildung 68: HPLC-UV-Chromatogramm (Detektion bei 350 nm) DNP-derivatisierter Sphingobasen
von Hefekulturen, die mit C4g-Dihydroxysphinganin (156) inkubiert wurden.
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3.2.2.7 Hydroxylierung und Desaturierung von Phytosphinganin
Eine Analyse der DNP-derivatisierten Sphingobasen, bei denen die DNP-Derivate entweder

gar nicht vorgereinigt oder groRRzligig von der DC-Platte reisoliert wurden, fihrt zu
interessanten Beobachtungen. Im Gegensatz zu den vorgereinigten Proben kann im Spuren-
bereich bei einer Retentionszeit von ca 20 Minuten ein zusatzlicher Peak identifiziert werden
(siehe Abbildung 69).

50+ Z
A 130
=)
<
£
% 131
B 254
c
9
S
®
? L
0 AN
' I v I ' 1
15 20 25 30

Zeit [min]

Abbildung 69: HPLC-UV-Chromatogramm (Detektion bei 350 nm) der DNP-derivatisierten
Sphingobasen aus transformierten Hefen, die mit Palmitinsaure inkubiert wurden.

Bei Hefekulturen, die mit natirlicher Palmitinsdure inkubiert wurden, gibt das ESI-
Massenspektrum dieses Peaks einen Hinweis darauf, dass es sich hierbei moglicherweise
um  hydroxyliertes  Phytosphinganin  handelt. Diese Vermutung wird durch
Inkubationsversuche mit dem 1:1-Gemisch von [8,8-2H2]- und [6,6,7,7,8,8-2H6]-Palmitinséure
(64) und (63) bestatigt. Das Massenspektrum des unbekannten Peaks zeigt
Pseudomolekulionen, wie sie einem dideuterierten (159 oder 160) und einem flnfach
deuterierten Tetrahydroxysphinganin (157 oder 158) entsprechen. Der Verlust eines
Deuteriumatoms der markierten Vorstufe 149 kann dabei als Hinweis darauf gewertet
werden, dass sich die zusatzliche Hydroxygruppe an Position C(8) bzw. an C(9) befinden
sollte.
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Abbildung 70: Postulierte Strukturen hydroxylierter Phytosphinganine.

Eine detaillierte Untersuchung der Faktoren, die zur Bildung dieser neuen Verbindung
fihren, steht noch aus. Die Beobachtung, dass neben der Desaturierung zwischen C(8) und
C(9) im Spurenbereich wahrscheinlich eine Hydroxylierung an diesen Positionen auftritt, ist
von erheblicher Bedeutung fiir den Mechanismus von Hydroxylierung und Desaturierung. In
letzter Zeit haufen sich Beispiele, bei denen Enzyme neben der eigentlichen

Desaturaseaktivitdt eine Hydroxylaseaktivitat aufweisen. ['®9

Allgemein wird deshalb
vermutet, dass es sich bei diesen beiden Prozessen um mechanistisch eng miteinander

verknupfte Prozesse handelt (siehe Abschnitt 3.3.2).

3.2.2.8 Zusammenfassung
Die A%-Sphingolipiddesaturase aus Helianthus annuus unterscheidet sich von allen bisher

untersuchten Desaturasen dadurch, dass sie nicht entweder (Z)- oder (E)-Olefine erzeugt,
sondern beide Isomere parallel bildet. Durch den Nachweis, dass keine hefeeigene
Isomerase an der Bildung von (8E/Z)-Phytosphingenin beteiligt ist, konnte bewiesen werden,
dass es sich hier in der Tat um die Arbeit eines einzelnen Enzyms handelt. Durch einen
chemisch-molekularbiologischen Ansatz ist es gelungen, die mechanistischen Details dieses
Enzyms aufzuklaren. Wie bei stereochemisch einheitlich arbeitenden Desaturasen werden
auch von der Sonnenblumendesaturase die Produkte durch syn-Eliminierung gebildet.
Sowohl fiir die Bildung von (8E)-Phytosphingenin als auch von (82)-Phytosphingenin werden
die vicinalen Wasserstoffatome von ein und derselben Seite abstrahiert (Abbildung 56).
Dieser Reaktionsverlauf entspricht damit dem, wie er bisher fir alle experimentell
untersuchten Fettsduredesaturasen gefunden wurde. Insofern hat es den Anschein, als ware
der stereochemische Verlauf des Desaturierungsprozesses in allen Desaturasen

hochkonserviert.

Neben den Gemeinsamkeiten gibt es deutliche Unterschiede zwischen der (E/Z)-
Sphingolipiddesaturase und Desaturasen mit ausschliellicher (Z)- oder (E)-Selektivitat.
Offensichtlich erlaubt die A%-Sphingolipiddesaturase unterschiedliche Ausgangskonfor-

mationen, aus denen die Desaturierung erfolgen kann. Die syn-Eliminierung aus einer anti-
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Konformation flhrt unmittelbar zum (8 E)-Phytosphingenin, wahrend die syn-Eliminierung aus
einer gauche-Konformation zum (82)-Olefin fuhrt. Vermutlich bestimmt die energetische
Gleichgewichtslage zwischen anti- und gauche-Konformation malfigeblich das (8E)- und
(82)-Produktverhaltnis. Die in hdéheren Pflanzen individuellen Verhaltnisse von (8E)- und
(82)-Phytosphingenin lassen sich dadurch erklaren, wie stark die eine oder andere
Startkonformation durch die Umgebung im aktiven Zentrum des Enzyms favorisiert oder
destabilisiert wird. Das Modell zweier unterschiedlich gewichteter Startkonformationen wird
weiterhin durch die Tatsache gestlitzt, dass auch die Kettenlange des Phytosphinganins

einen mafgeblichen Einfluss auf das (E/Z)-Produktverhaltnis hat.

Augenscheinlich fihrt eine veranderte Ausgangskonformation auch zu einem Wechsel der
Kryptoregiochemie der Desaturase. Wahrend die Desaturierung zum (8E)-Phytosphingenin
durch initialen Angriff am C(8) eingeleitet wird, verlauft die Desaturierung zum (82)-Olefin
unter bevorzugtem Angriff am C(9). Ein initialer Angriff an der zur polaren Kopfgruppe
naheren Postion wurde, wie bei der Bildung des (8E)-Isomers, auch bei allen bisher

[50]

untersuchten membrangebundenen Fettsduredesaturasen sowie einer A*-(E)-

Dihydroceramiddesaturase aus Rattenleber ['*!

gefunden. Ein einleitender Angriff an der zur
polaren Kopfgruppe abgewandten Position, wie bei der Bildung von (8Z)-Phytosphingenin

beobachtet, wurde hier erstmals fur eine Desaturase gefunden.
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3.2.3 Stereochemische Charakterisierung einer bifunktionalen A*-
Dihydroceramiddesaturase/C(4)-Dihydroceramidhydroxylase aus
Candida albicans

3.2.3.1 Stereochemischer Verlauf der Desaturierung
Die zentrale Rolle von Ceramid (115) als Vorstufe wichtiger Signalmolekile (second

messenger) wurde bereits im Rahmen der Sphingolipidbiosynthese ( Kapitel 3.2.1 ) erwahnt.
Ceramid selbst wird eine Beteiligung an Apoptose, Zellteilung oder Zellreifung
zugeschrieben. '®® Im Vergleich dazu besitzt die biosynthetische Vorstufe Dihydroceramid
(113) keine oder eine deutlich herabgesetzte Aktivitat. ['*” Dementsprechend stellt die
Einfilhrung der A*-(E)-Doppelbindung durch das Enzym Dihydrocermiddesaturase einen
SchlUsselschritt dar (siehe Abbildung 44).

Bereits 1971 wurden erste Untersuchungen mit isotopenmarkierten Vorstufen zum Mecha-
nismus der A*-Dihydroceramiddesaturase vorgenommen. ['®" ¥4 Damals waren jedoch
solche Untersuchungen mit einer Reihe von Hindernissen verbunden. So standen zu dieser
Zeit nicht die Methoden zur asymmetrischen Synthese zur Verflgung, wie wir sie heute
kennen. Daruber hinaus mussten die Experimente an dem Organismus selbst, also z.B.
durch Injektion von markierten Vorstufen in das Gehirn von Ratten, durchgefiihrt werden. ['%"
Molekularbiologische Methoden, die eine Untersuchung von Desaturasen in transgenen
Organismen erlauben, sowie moderne Methoden der HPLC/MS-Analytik, die eine
Untersuchung im Submikrogrammmalfstab ermdglichen, standen nicht zur Verfigung. Vor
dem Hintergrund dieser Schwierigkeiten ist es nicht verwunderlich, dass zwei Arbeitsgruppen
unabhangig voneinander zu gegensatzlichen Ergebnissen kamen. Wahrend Stoffel et al. flr
die Desaturierung einen syn-Eliminierungsmechanismus fanden, favorisierte die
Arbeitsgruppe um Sweeley einen anti-Eliminierungsmechanismus. Im Hinblick auf diese
gegensatzlichen Befunde erschien es sinnvoll, den stereochemischen Verlauf der
Desaturierung von Dihydroceramid (113) mit den heute zur Verfigung stehenden

synthetischen, molekularbiologischen und analytischen Methoden erneut zu untersuchen.

OH OH OH OH
A*-Desaturase A
CgH Y CgoH Y
orie o Candida albicans ori9 H
NH NH
113 R 115 R

R = Acyl
Abbildung 71: Desaturierung von Dihydroceramid (113) zu Ceramid (115).
Kiirzlich wurden im Arbeitskreis von Prof. E. Heinz A*-(E)-Dihydroceramiddesaturasen aus

Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster und Candida albicans kloniert und

in der Hefe Saccharomyces cerevisiae tiberexprimiert. ' Exemplarisch fiir diese Klasse
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von Desaturasen wurde die Stereochemie der A*-Desaturase aus der Hefe Candida albicans
untersucht. Weitestgehend konnten daflr die zur Untersuchung der

Sonnenblumendesaturase ausgearbeiteten Techniken Gbernommen werden.

Kulturen von S. cerevisiae, welche die A“-Dihydrocermiddesaturase aus Candida albicans
iberexprimieren, wurden mit (2R,3S)-[2,3,4,4-H,]-Palmitinsdure (31) inkubiert. Bei den
verwendeten Hefezellen handelt es sich um den Stamm sur2A, dem durch Ausschalten des
entsprechenden Gens die Fahigkeit zur Hydroxylierung von Dihydroceramid genommen
wurde. Die de novo Sphingolipidbiosynthese in dieser Mutante fuhrt somit lediglich bis zu
Stufe des Dihydroceramids (113). Phytosphinganin (116) kann diese Mutante hingegen nicht
mehr selbst synthetisieren. Auf dem in Abbildung 72 gezeigten Weg wird so die verfitterte
Palmitinsaure (31) zur Biosynthese von (4R,5S)-[4,5,6,6-?H4]-Dihydroceramid (161) genutzt
und dient der heterolog exprimierten Dihydroceramiddesaturase aus C. albicans als
Substrat. Die Methylengruppen, die direkt an der Desaturierung zum Dihydroceramid
beteiligt sind, tragen dabei eine enantioselektive Markierung und dienen als stereochemische
Sonden. Die Markierung an C(6) hingegen erlaubt eine eindeutige Charakterisierung nach
der Desaturierung, selbst fur den Fall, dass beide Deuteriumatome an C(4) und C(5) verloren

gehen.

Die transformierten Zellen von S. cerevisiae wurden in Gegenwart von 250 uM der
markierten Palmitinsaure (31) bei 25 °C bis zu einer Objektdichte von ~ 0,8 bei 600 nm
kultiviert. Durch Zugabe von 25 puM Cerulenin zum Kulturmedium konnte die hefeeigene
Fettsadurebiosynthese effektiv unterdriickt werden und so ein sehr guter Einbau der
verfutterten Palmitinsdure (31) erzielt werden. Zum Ende der Inkubation wurden die
Hefezellen fir 90 Minuten einem Hitzeschock bei 37 °C ausgesetzt, der zu einer erhdhten
Produktion an Sphingobasen in der Zelle filhrt. ' %! Anschliessend wurden die Hefen
durch Zentrifugieren geerntet und mittels Bariumhydroxid-Hydrolyse aufgeschlossen. Die
freigesetzten Sphingobasen wurden mit Sangers Reagenz in Dinitrophenylderivate Uberflhrt
und dinnschichtchromatographisch vorgereinigt. Die Analyse des Sphingolipidmusters
erfolgte mittels HPLC/ESI-MS.
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Abbildung 72: Biosynthese und Analytik der Sphingobasen in transformierten Hefen. Das HPLC-UV-
Chromatogramm (Detektion bei 350 nm) zeigt die DNP derivatisierten Sphingobasen.
blau: deuteriertes Dihydroceramid 161 und dessen DNP-Derivat 166; griin:
deuteriertes Ceramid 162 und dessen DNP-Derivat 165; rot: deuteriertes
Trihydroxysphinganin 163 und dessen DNP-Derivat 164.

3.2.3.2 Massenspektrometrische Untersuchung des Sphingolipidmusters
Neben dem als Hauptkomponente auftretenden markierten DNP-Sphinganin (166) (85%)

lasst sich das um eine C,-Einheit verlangerte Cy-Sphinganin (168) (6%) nachweisen.
Dementsprechend finden sich mit DNP-Sphingosin (165) (7%) und Cy-Sphingenin (167)
(1%) zwei DNP-Sphingenine, die durch Desaturierung gebildet werden. Bei etwas kurzerer
Retentionszeit ist darlber hinaus ein Peak zu beobachten, der aufgrund seines
Massenspektrums als DNP-Trihydroxysphinganin (164) identifiziert werden konnte. Dieses
C1s-Phytosphinganin (164) macht ebenfalls etwa 1 % des Gesamtgehalts aller DNP-Derivate

aus.
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Von allen Verbindungen erhdlt man unter negativ ESI-MS-Bedingungen' Spektren, die
intensive [M-H]-lonen zeigen (siehe Abbildung 73). Dementsprechend zeigt das Spektrum
der DNP-Sphinganinfraktion ein intensives lon bei m/z 470 fir das isotopenmarkierte DNP-
Sphinganin (166) und ein weniger intensives Pseudomolekulion bei m/z 466, welches dem
DNP-derivatisierten  natiirlichen  Sphinganin  ('H-166) entspricht. Der Anteil an
isotopenmarkiertem Sphinganin betragt ca. 60 % und belegt den sehr guten Einbau der

verfutterten Palmitinsaure 31.

Das Massenspektrum der DNP-Sphingeninfraktion zeigt zwei intensive Pseudomolekilionen
bei m/z 464 bzw. m/z 467. Wahrend das lon mit der kleineren Massenzahl dem in den Hefen
natlrlich enthaltenem Sphingenin entspricht, kann das lon bei m/z 467 einem dreifach
deuteriumsubstituierten Sphingenin (165) zugeordnet werden. Demnach verlduft die
Desaturierung von [*H,]-166 unter Verlust dreier Masseneinheiten, also dem Verlust eines
Deuteriumatoms und eines Wasserstoffatoms. Da die Deuteriumatome an C(6) nicht von der
Desaturierung betroffen sind, muss die Abspaltung des Deuteriumatoms von C(4) oder C(5)
des deuterierten Sphinganins stattgefunden haben. In jedem Fall ist der Verlust eines
Deuteriumatoms von einer dieser Positionen gemeinsam mit einem Wasserstoff von der

benachbarten Position nur mit einem syn-Eliminierungsmechanismus vereinbar.

D OH D OH

C12H25MOH A4-(E)-Desaturase R C12H25MOH
DD D HN 4 DD S
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Abbildung 73: Massenspektrometrische Analyse von [2H4]—DNP—Sphinganin (166) und dessen
Desaturierungsprodukt 165.

In Untersuchungen einer A*-Dihydroceramiddesaturase aus Rattenlebermikrosomen konnte
bereits gezeigt werden, dass die Abstraktion eines Deuteriumatoms von C(4) mit einem

groRen kinetischen Isotopeneffekt behaftet ist. '®! Der Verlust eines Deuteriums von C(5)

' Es wurden dieselben Parameter wie bei der Untersuchung der Sonnenblumendesaturase verwendet.
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erfolgt hingegen ohne kinetischen Isotopeneffekt. Vergleicht man die beiden
Massenspektren in Abbildung 73 so fallt auf, dass das Verhaltnis von deuterierten zu
nichtdeuterierten DNP-derivatisierten Produkten wegen des kinetischen Isotopeneffekts an
C(4) """ auf nahezu 1:1 abgenommen hat. Aus diesem Befund kdénnte man schlieRen, dass
die Desaturierung von 166 mit dem Verlust des Deuteriums von C(4) einhergeht. Um diese
Vermutung zu bestatigen, wurde die DNP-Sphingeninfraktion oxidativ gespalten, weil sich
auf diese Weise das verbliebene Deuterium an der Doppelbindung eindeutig lokalisieren

|asst.

3.2.3.2.1 Bestimmung der absoluten Stereochemie
Zur Bestimmung der in 165 verbliebenen Deuteriumatome konnte das fir den Abbau von

(8E)-Phytosphingenin (127) ausgearbeitete Protokoll Ubernommen werden (siehe Kapitel
3.2.2.1.2). Zu diesem Zweck wurde die DNP-Sphingeninfraktion mittels HPLC isoliert, mit
AD-Mix dihydroxyliert und unter Phasentransferbedingungen mit Natriumperiodat gespalten
(siehe Abbildung 74). Das Spaltprodukt Tetradecanal wurde anschliessend per GC/MS auf

seinen Gehalt an Deuterium untersucht.

D OH OH D OHOH OH
C12H25>8\/'\/I AD-Mix CyoHos

Db HN. D D OH Hﬁl
165
NaIO4
Benzyltrimethyl-
R: §4©*N02 ammoniumchlorid
onN  (ONP) o

C12H25>8LD + polare Fragmente

1770 D D

Abbildung 74: Oxidativer Abbau von 165.

Das Massenspektrum aus dem Abbau der DNP-Sphingeninfraktion weist intensive lonen bei
m/z 213, m/z 216 sowie intensive Addukte mit dem CI-Gas Isobutan bei m/z 269 und m/z
272 auf. Das lonenpaar m/z 213/269 entspricht unmarkiertem Tetradecanal, welches aus
dem Abbau des in der Probe enthaltenen natlrlichen DNP-Sphingenins stammt. Das
lonenpaar m/z 216/272 kann einem dreifach deuterierten Tetradecanalfragment 170
zugeordnet werden und entstammt der oxidativen Spaltung des isotopenmarkierten DNP-
Sphingenins 165 (siehe Abbildung 75).
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Abbildung 75: Massenspektrum von [*Hs]-Tetradecanal (170) aus der oxidativen Spaltung von 169 in
Wasser.

Es fallt jedoch auf, dass das lon bei m/z 272 von zwei signifikanten lonen bei m/z 271 und
270 Dbegleitet wird, die einem dideuterierten bzw. einem monodeuterierten
Tetradecanalfragment entsprechen. Wiederholte Messungen der praparierten Probe Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden zeigten darlber hinaus, dass der Anteil der beiden
Isotopomeren steigt, wahrend die Intensitat des lons bei m/z 272 kontinuierlich sinkt. Im
Gegensatz dazu fiihrt ein oxidativer Abbau der DNP-Sphingeninfraktion in D,O zu einer

deutlichen Zunahme des dideuterierten Spaltprodukts (siehe Abbildung 76).
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Abbildung 76: Massenspektrum von [2H3]-Tetradecanal aus der oxidativen Spaltung von 169 in D,0O.
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Diese Untersuchungen zeigen damit eindeutig, dass unter den experimentellen Bedingungen
ein langsamer Austausch der C-H-aciden a-Protonen stattfindet. Der Anteil von mono- und
dideuteriertem Tetradecanal entstammt damit nicht unmittelbar der oxidativen Spaltung,

sondern ist das Produkt dieser Folgereaktion.

Das nach der Desaturierung verbliebene Deuterium kann somit der Position C(5) zugeordnet
werden. Die Bildung der A*(E)-Doppelbindung durch die Dihydroceramiddesaturase aus C.
albicans erfolgt als syn-Eliminierung durch Verlust des C(4)-Hrz und des C(5)-Hs (siehe
Abbildung 73).

3.2.3.3 Stereoselektivitiat der Hydroxylierung von Dihydroceramid
S. cerevisiae-Kulturen der sur2A-Mutante, die lediglich einen Leervektor exprimieren, sind

nicht in der Lage, Phytosphinganin zu produzieren. "%, Im Gegensatz dazu erzeugt dieselbe
Mutante, wenn sie das Gen der Dihydroceramiddesaturase aus C. albicans Uberexprimiert,
neben Sphingosin 162 auch etwa 7 % von Cyg-Phytosphinganin 163 (siehe Abbildung 72).

Offensichtlich ist die Hydroxylierung von Dihydroceramid an den Desaturierungsprozess

gekoppelt.
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Abbildung 77: Massenspektrometrische Analyse von [2H4]-DNP-Sphinganin (166) und dem als
Nebenprodukt der Desaturierung gebildeten DNP-Trihydroxysphinganin (164).

Das ESI-Massenspektrum der Phytosphinganinfraktion 164 weist ein intensives lon bei m/z
482, entsprechend dem natirlichen Gehalt an unmarkiertem Phytosphinganin, auf (siehe
Abbildung 77). Daneben zeigt das Massenspektrum zwei Pseudomolekilionen bei m/z 485
und 486 flr dreifach- und vierfach isotopenmarkiertes Phytosphinganin, welches durch
Hydroxylierung von [4,5,6,6-H,]-Dihydroceramid (161) entsteht. Nach Korrektur um den "*C-

Satelliten von m/z 485 ergibt sich ein Verhaltnis von [?Hs]- zu [*H4]-Phytosphingenin von
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1:0,6. Die Hydroxylierung von 161 erfolgt somit zwar unter bevorzugtem, nicht aber
vollstandigen Verlust des Deuteriumatoms von C(4).) Die Abspaltung des C(4)-Hg ist in
Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen zur Biosynthese von Phytosphinganin in der
Hefe Hansenula ciferi. "% ' Hier wurde jedoch der fast vollstandige Verlust einer
enantioselektiv eingebrachten Isotopenmarkierung an C(4) beobachtet. Wahrend die
spezialisierte Hydroxylase in der Lage ist, das C(4)-Hs mit nahezu vollstandiger
Enantioselektivitdt zu abstrahieren, gelingt dieses der A*-Desaturase nicht. Somit
unterscheidet sich der Grad der Enantioselektivitat mafigeblich, wenn die Hydroxylierung
durch eine spezialisierte (C4)-Hydroxylase erfolgt oder aber als Nebenprodukt der
Desaturierung entsteht. Es ist vorstellbar, dass im Falle der A*-Desaturase die
Hydroxylierung aus einer etwas anderen Ausgangskonformation als die Desaturierung erfolgt

und sich so die nur geringe Bevorzugung des C(4)-Hg erklart.

3.2.3.4 Zusammenfassung
Am Beispiel der Desaturase aus Candida albicans wurde der stereochemische Verlauf der

Desaturierung von Dihydroceramid (113) zu Ceramid (115) exemplarisch untersucht. Wie
alle  bisher experimentell untersuchten  Desaturasen  generiert auch die
Dihydroceramiddesaturase Doppelbindungen durch syn-Eliminierung von zwei benachbarten
Wasserstoffatomen. Die Bildung von Ceramid (115) erfolgt dabei unter absoluter
enantiofacialer Kontrolle durch Verlust des C(4)-Hrg und des C(5)-Hs. Damit sind die
erhaltenen Ergebnisse in voller Ubereinstimmung mit den in vivo Studien an Ratten von
Stoffel et al.. ")

Das mechanistische Bild der Desaturierung wird durch Untersuchungen von Buist et al. zur
Kryptoregiochemie einer A*-Dihydroceramiddesaturase aus Rattenlebermikrosomen erganzt.
%1 Der Trend eines hohen KIE (ky/kp ~ 8) fiir die Abstraktion des Wasserstoffatoms von
C(4) und eines vernachlassigbaren KIE fur die Abstraktion des Wasserstoffatoms von C(5)
kann als beweiskraftig fur einen zweistufigen Mechanismus angesehen werden. Demnach
sollte ein initialer Angriff an C(4) zum Verlust des C(4)-Hg und zur Bildung eines kurzlebigen
Intermediats fiihren. Durch schnelle Ubertragung eines weiteren Wasserstoffatoms von C(5)
auf das Dieisenzentrum wird die reaktive Zwischenstufe deaktiviert. Dabei kommt es zur

Ausbildung der Doppelbindung und zur Freisetzung von Wasser.

! Prinzipiell ist es vorstellbar, dass neben an C(4) hydroxyliertem Sphinganin weitere Positionsisomere
auftreten und sich so der Verbleib aller vier Deuteriumatome erklart. Um dies auszuschlielRen, wurde
eine Sphingolipidprobe mit 10 ul einer gesattigten wassrigen Natriumperiodatlésung behandelt und
per HPLC/UV vermessen. Dabei zeigte sich, dass die Zugabe von Natriumperiodat zu einem
vollstandigen Verschwinden des DNP-Phytosphinganinpeaks, entsprechend einer quantitativen
Spaltung des Extrakts, fiuhrt. Im Vergleich dazu bleiben alle anderen Sphingobasen von der
Behandlung mit Natriumperiodat unbeeinflusst. Somit handelt es sich bei dem Hydroxylierungsprodukt
einheitlich um 4-Hydroxysphinganin (Phytosphinganin) 116.
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Abbildung 78: Mechanismus der Desaturierung und Hydroxylierung durch Desaturasen.

Das untersuchte Enzym aus Candida albicans ist also nicht nur in der Lage, Dihydroceramid
zu desaturieren, sondern in geringerem Mal} auch zu hydroxylieren (siehe Abbildung 78).
Man kann diese Hydroxylierung an C(4) als eine fehlgeleitete Desaturierung verstehen.

Dabei sind zwei Falle zu unterscheiden.

Betrachtet man den ersten Fall, bei dem Desaturierung und Hydroxylierung unter Verlust des
C(4)-Hg verlaufen, kann man eine gemeinsame Zwischenstufe annehmen. Der Verlust eines
Wasserstoffatoms von C(5) fihrt dann zum Hauptprodukt Ceramid (165) (93 %), wahrend
eine Rilckbindung der an den Eisenkomplex gebundenen Hydroxylruppe zum
Hydroxylierungsprodukt (164) (7%) fuhrt. Ob eine solche Rickbindung streng
stereokontrolliert verlauft und somit Desaturierung und Hydroxylierung ausgehend von der
Zwischenstufe, wie in Abbildung 78 gezeigt, von derselben Seite erfolgen, muss in Zukunft
gezeigt werden. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass die Hydroxylierung durch
Ruckbindung der eisengebundenen Hydroxylgruppe erfolgt und somit faktisch der Insertion
eines Sauerstoffatoms aus der Luft in die C-H-Bindung entspricht, da Kulmacz et al. den

Einbau von "0, bei der Hydroxylierung von Dihydroceramid nachweisen konnten. [*"!

Betrachtet man den zweiten Fall, bei dem die Hydroxylierung unter Verlust des C(4)-Hs
verlauft, kann man nicht mehr eine gemeinsame Zwischenstufe postulieren, da die
Desaturierung ausschlieldlich unter Verlust des C(4)-Hr erfolgt. Zwangsweise missen
Desaturierung und Hydroxylierung in diesem Fall aus unterschiedlichen Ausgangs-
konformationen erfolgen. Dieser Befund stellt damit einen direkten Beweis dar, dass es sich
bei diesem Hydroxylierungsprodukt nicht um eine Zwischenstufe auf dem Weg zum

Desaturierungsprodukt, sondern vielmehr um ein Nebenprodukt handelt (vgl. Einleitung 1.6).
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Versucht man die experimentellen Ergebnisse in einem mechanistischen Modell zu erfassen,
erscheint es plausibel, fur den Hydroxylierungs- und Desaturierungsweg eine etwas andere
Positionierung von Subtrat und aktivem Zentrum anzunehmen. Im Fall der Desaturierung
wird in einem ersten Schritt vollstandig stereokontrolliert das C(4)-Hg entfernt. Die kurzlebige
Zwischenstufe reagiert dann in einem schnellen Folgeschritt unter Verlust des C(5)-Hs zum
Olefin. Bei der Hydroxylierung kann, durch die etwas andere Positionierung, sowohl das
C(4)-Hr als auch das weniger bevorzugte C(4)-Hs entfernt werden. In beiden Fallen wirde
ein Intermediat entstehen, welches nicht auf dem {blichen Desaturierungsweg
weiterreagieren kann, weil mdglicherweise die radikalische Spezies und eisengebundene
Hydroxygruppe nicht weit genug voneinander entfernt sind, um eine Rlckulbertragung der
Hydroxygruppe zu unterbinden. Das Modell einer mangelhaften Substratkontrolle wird durch
Untersuchungen einer A°-Stearoyldesaturase aus Arabidopsis thaliana bestétigt. '* Dort
fuhrt bereits der Austausch von lediglich vier Aminosduren dazu, dass dieses Enzym auch
als Hydroxylase fungiert. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir eine A'>-Desaturase durch
punktgerichtete Mutationsversuche erhalten. " Diese mechanistische Vorstellung von
Hydroxylierung und Desaturierung wird durch das komplementare Verhalten der Idslichen
Methanmonooxigenase (sMMO) untermauert. Die Umsetzung des nicht natirlichen
Substrats Ethylbenzen mit sMMO fiihrt neben den hydroxylierten Produkten Phenylethanol
und Ethylphenol zu dem Desaturierungsprodukt Styren. "% 2% Zusammenfassend 4Rt sich
somit feststellen, dass immer mehr experimentelle Ergebnisse darauf hindeuten, dass man
die Hydroxylierung und Desaturierung durch nicht Ham-Eisenproteine als mechanistisch eng

miteinander verwandte Prozesse auffassen muss. [4% 50: 189, 201]
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3.3 Mechanistische Untersuchung einer A°-(E)-Fettsduredesaturase
aus dem Wilden Seidenspinner Antheraea polyphemus
Im Gegensatz zu tagaktiven Schmetterlingen

sind nachtaktive Schmetterlinge, d.h. Motten,
nur eingeschrankt in der Lage, optische Reize
zu ihrer Orientierung zu nutzen. Aus diesem
Grund sind sie, um z. B. Nahrungsquellen zu
finden, viel mehr auf ,Gerliche“ angewiesen. Im
Laufe der Evolution haben sie zudem ein

ausgefeiltes System entwickelt, mit dem es

ihnen unter Verwendung von chemischen
Signalstoffen, so genannten Pheromonen (griech.: pherein = tragen, horman = anregen),

gelingt, miteinander zu interagieren.

Die Entdeckung, dass Insekten miteinander kommunizieren, reicht mehr als einhundert
Jahre zurtick. Zu dieser Zeit wurde wiederholt beobachtet, dass méannliche Motten durch ihre
weiblichen Artgenossen angelockt werden. Schnell war klar, dass hierfiur eine bis dato
unbekannte Kraft verantwortlich sein musste, da mannliche Insekten auch angelockt wurden,
wenn sie die Weibchen nicht sehen konnten. Lange Zeit glaubte man deshalb, dass die
Weibchen eine unsichtbare Strahlung, wie z.B. Infrarotstrahlung, aussenden und die
Mannchen in der Lage sind, diese zu empfangen. Erst um 1930 kam es zu wiederholten
Beobachtungen, dass auch die Extrakte weiblicher Insekten die Mannchen anlocken kénnen.
Geleitet von der Idee, dass moglicherweise chemische Verbindungen als Botenstoffe
fungieren, machte sich der deutsche Chemiker Adolf Butenandt daran, diese Lockstoffe zu
isolieren. Nach mehr als 20 Jahren intensiver Suche konnte Butenandt 1959 aus 500.000
weiblichen Seidenspinnern (Bombyx mori) letztlich 12 mg einer Substanz isolieren, die er auf
den Namen Bombykol taufte und bei der es sich chemisch gesehen um (10E,122)-
Hexadeca-10,12-dienol handelt (8). ®*? Die Entdeckung von Bombykol (8) gilt heute als
Meilenstein der Naturstoffforschung und ist Grundlage eines ganzen Forschungszweiges,
der sich der chemischen Sprache von Insekten widmet. Ein Grof3teil des Wissens Uber die
Aussendung der Pheromone durch die Weibchen sowie der Wahrnehmung und die
Signalverarbeitung durch die Mannchen basiert dabei auf Arbeiten mit dem domestizierten
Seidenspinner Bombyx mori und dem Wilden Seidenspinner Antheraea polyphemus. %!
Vergleichsweise wenig ist hingegen Uber die Biosynthese der Pheromone in diesen Spezies

bekannt.

Bei einem Grofdteil der heute etwa 1600 bekannten Pheromone handelt es sich um

Sexualpheromone von nachtaktiven Schmetterlingen (Lepidoptera). Bei diesen Pheromonen
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handelt es sich meist um Aldehyde, Alkohole oder Acetate, die von Fettsduren abgeleitet
sind und deren Architektur charakteristischen Bauprinzipien folgt. ! Mit Hilfe von Desa-
turasen gelingt es den Schmetterlingen, positionsspezifisch (E)- oder (Z)-Doppelbindungen
in die Alkylkette von Fettsduren einzufiihren. In Verbindung mit kettenverlangernden und —
verkirzenden Schritten kann so eine individuelle Signatur des Kohlenstoffgerists erzeugt
werden. Vor diesem Hintergrund lasst sich ein Biosyntheseweg der Hauptkomponenten des
Pheromonbouquets von Antheraea polyphemus postulieren, der die Beteiligung einer A''-

(Z)-Desaturase und einer A°-(E)-Desaturase einschlieRt (sieche Abbildung 79).

0]

/\/\/\/\/\/\/\)j\OH 17

ll A8-und A" Desaturase
— 172
\/\/W\/\/\/\)I\OH
Reduktion
j Acylierung

\/\M\/\/\AO 173
0

= N oJ\ 174

Abbildung 79: Mdgliche Biosynthese der Sexualpheromone des Wilden Seidenspinners Antheraea
polyphemus. Die Doppelbindungen werden entweder in die lipid- oder CoA-
gebundenen Fettsduren eingefihrt.

Desaturasen, die stereoselektiv (E)-Doppelbindungen erzeugen, sind im Vergleich zu (2)-
selektiven Desaturasen rar und aus diesem Grund bisher mechanistisch wenig untersucht.
Bis heute existiert lediglich eine Arbeit zum Mechanismus einer (E)-selektiven A''-

Desaturase aus Spodoptera littoralis. **

Obwohl A. polyphemus der Pheromonforschung als Modellorganismus dient, ist die
Biosynthese seiner Pheromone nicht vollstandig geklart. Aus diesem Grund wurde die
Biosynthese von (6E,11Z)-Hexadeca-6,11-diensdure (172) unter besonderer Beachtung der

mechanistischen Details der vermuteten A®-(E)-Desaturase untersucht.
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3.3.1 Stereochemische Untersuchung der A®-(E)-Desaturase aus A.
polyphemus

Die Biosynthese von (6E,11Z)-Hexadeca-6,11-diensaure (172) bzw. deren CoA-Ester sollte
durch eine Einfiihnrung der Doppelbindungen in A''- und A®-Position von Palmitinsaure (171)
erfolgen. Welche der beiden Doppelbindungen zuerst gebildet wird, ist nicht bekannt, so
dass zwei mdgliche Biosynthesewege in Frage kommen (siehe Abbildung 80). Unter
Verwendung von an C(6) und C(7) enantiospezifisch deuterierter Palmitinsaure 22 sollte es
mdglich sein sowohl den Mechanismus der ungewdhnlichen (E)-Desaturase zu untersuchen

als auch die Sequenz der Desaturierungsschritte aufzuklaren.

D DD (0]
22
: OH
D
AM-(Z)-Desaturase AB-(E)-Desaturase
D D D 0 ||3D D 0
— /\/\/\/\/\M
; OH 76 S OH
175 D
AM-(Z)-Desaturase
A8-(E)-Desaturase
DD D 0
\/\/WM
OH
177

Abbildung 80: Durch massenspektrometrische Untersuchung der Metabolite sollte sich die Sequenz
der Desaturierungen und der Mechanismus der AG-(E)-Desaturase aufklaren lassen.

Versuche, die A°-(E)-Desaturase des Wilden Seidenspinners (Antheraea polyphemus) zu
klonieren, sind im Arbeitskreis von Prof. Heinz (Institut fiir Allgemeine Botanik, Universitat
Hamburg) und im Arbeitskreis von Prof. Feussner (Universitat Gottingen) bisher erfolglos
geblieben. Daher mussten die nachfolgenden Experimente mit Pheromondriisen von A.
polyphemus durchgefihrt werden. Hierzu wurden ca. zwei Tage alte weibliche Tiere
zunachst mit CO, betaubt. Ein vorsichtiges Driicken an beiden Seiten des Kdrpers bewirkt,
dass die Pheromondriise der Weibchen ausgestiilpt wird. Die Intersegmentalmembran® der

so exponierten Drise wurde dann mit Hilfe einer Mikroliterspritze mit einer Ldésung der

¥ Anatomisch werden Insekten in Segmente unterteilt. Die Freisetzung der Pheromone erfolgt tber eine gelblich
schimmernde Membran, die die beiden letzten Segmente des Korpers miteinander verbindet.
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Palmitinsaure' benetzt. In Abstanden von jeweils einer Stunde wurde diese Prozedur dreimal
wiederholt. Die inkubierten Pheromondrisen wurden nach 5 Stunden entfernt und Uber
Nacht bei -20 °C mit Chloroform/Methanol (v:v, 2:1) extrahiert. Die organischen Extrakte
wurden basisch hydrolysiert und die so erhaltenen freien Fettsauren wurden mit
Diazomethan in die Methylester Uberfuhrt. Die Fettsauremethylester wurden an einer DB
225ms-GC-Saule (J&W Scientific) aufgetrennt und massenspektrometrisch charakterisiert
(siehe Abbildung 81).

100-
i C18:1 c18:3
SN c18:2 \
: \
‘»
2 .
£ 50
g ] 22 C18:0
T
e ] C16:1 \
. C16:2
] UA(L‘A\ NN L;
0 T T T T T 1 T
18 19 20 21
Zeit (min)

Abbildung 81: Gaschromatogramm der Fettsduremethylester inkubierter Pheromondrusen.

Bei den Fettsauren, die in hdochster Konzentration in den Drisen vertreten waren, handelt es
sich um Cqg-Fettsduren. Hierzu zahlen Stearinsdure (C18:0), einfach ungesattigte
Fettsauren, wie Olsdure (C18:1), und mehrfach ungeséttigte Fettsduren, wie Linol- und
Linolensdure (C18:2°%'? und C18:3%%'2"%). Neben diesen dominanten Fettsduren enthalten
die extrahierten Driisen groRere Mengen der applizierten deuterierten Palmitinsdure 22. Im
Gegensatz zu den bereits genannten Fettsduren treten die Intermediate der
Pheromonbiosynthese, die Css-Monoen- und C4g-Dienfettsauren (C16:1 und C16:2), nur im
Spurenbereich auf. Zwar konnte innerhalb dieses Bereichs eine deuteriummarkierte
Hexadecensdure nachgewiesen werden, eine sichere Bestimmung der Anzahl an
Deuteriumatomen war aufgrund der geringen Menge jedoch nicht mdglich. Wie an den
Uberladenen Signalen des in Abbildung 81 gezeigten Chromatogramms ersichtlich ist,

wurden bereits erhebliche Mengen an Methylestern fur die Analyse injiziert. Eine Erh6hung

' Es wurde eine 20 mg/ml Lésung von (6R,7R)-[5,5,6,7-*Ha]-Palmitinsaure (22) in DMSO/Ethanol/Wasser (v:v:v,
70:20:10) eingesetzt.
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der Injektionsmenge hat lediglich zur Folge, dass die Signale der ungesattigten Cis-
Fettsduren von dem Palmitinsdurepeak uberlagert werden. Um dennoch gréRere Mengen an
Cie-Diensauren fur die Analyse verwenden zu kénnen, wurde der Drisenextrakt per DC
vorgereinigt. Hierzu wurden DC-Platten (Kieselgel 60 F,s4) verwendet, die zuvor mit einer 10
%igen Lésung von Silbernitrat in Acetonitril getrankt und 1 Stunde bei 80 °C im Dunklen
getrocknet wurden. An solchen DC-Platten werden Fettsauremethylester nach der Anzahl
der Doppelbindungen getrennt, da die Doppelbindungen ungesattigter Kohlenwasserstoffe
unterschiedlich stark mit den Silberionen wechselwirken. 2°* 2l Nach erfolgter Trennung
wurden Banden von 0,5 cm Breite von den DC Platten abgekratzt und mit Chloroform

extrahiert. Die einzelnen Chloroformextrakte wurden separat per GC/MS analysiert.
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Abbildung 82: Gaschromatogramm einer diinnschichtchromatographisch vorgereinigten Fraktion aus
dem Extrakt von Pheromondrisen, die zuvor mit der chiralen Palmitinsdure 22
inkubiert wurden. Das Massenspektrum lasst darauf schlieRen, dass die AS-
Doppelbindung durch syn-Eliminierung entsteht.

Durch die Vorreinigung konnte eine Fraktion erhalten werden, in der die Palmitinsaure
weitestgehend abgetrennt wurde und dementsprechend der Anteil an C4s-Diensauren nun
deutlich angereichert war. Aus dem Massenspektrum ist zweifelsfrei ersichtlich, dass diese
Fraktion [?Hs]-Hexadecadiensdure 177 enthalt. Diese Fettsdure wird damit durch Verlust je
eines Wasserstoff- bzw. eines Deuteriumatoms von C(6)- und C(7) der applizierten
deuterierten Palmitinsdure gebildet, wahrend die Kontrollmarkierung an C(5) erhalten bleibt.
Somit handelt es sich bei der Einfiihrung der A®-Doppelbindung durch die A®-(E)-Desaturase

um eine syn-Eliminierung. Einschrankend muss erwahnt werden, dass diese Aussage nur
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zutrifft, sofern keine Isomerase eine mdgliche A°-(Z)-Doppelbindung in eine (E)-

Doppelbindung umwandelt.

Untersuchungen zur absoluten Stereokontrolle der Desaturierung stehen noch aus. Hierzu
bedarf es der Lokalisierung des verbliebenen Deuteriuamatoms an der Doppelbindung.
Generell wirde sich eine Derivatisierung der Fettsaure mit Dimethyldisulfid (DMDS)
anbieten. Dimethyldisulfid addiert in Gegenwart von lod bereitwillig an Doppelbindungen und
liefert Produkte, die Uber eine massenspektrometrische Sollbruchstelle verfligen (siehe
Abbildung 83). '8 Anhand der Fragmentionen im Massenspektrum ware so eine Zuordnung
des verbliebenen Deuteriums an C(6) bzw. C(7) méglich. Im Fall der (6E,112)-[*Hs]-
Hexadeca-6,11-diensaure (177) ist hingegen der Erfolg dieser Methode auferst fragwurdig.
Da die Biosynthese von 172 ausgehend von 22 insgesamt zwei Desaturaseschritte erfordert,
liegen die erzielten Einbauraten lediglich im Promillebereich.™ Hinzu kommt, dass die
Derivatisierung ein Gemisch zweier DMDS-Monoadditionsprodukte und eines DMDS-

Diadditionsproduktes liefern wirde.

lod/
Dimethyldisulfid * N/ A\ PRy
2
163 178
MeS| p D 0 266 Q
\/\/a/\/IID\MOH
SMe 2
— I
186 A DD

115

Abbildung 83: Konzept der Derivatisierung mit Dimethyldisulfid (links) und der lodlactonisierung
(rechts). Die Massenspektren beider Derivate zeigen charakteristische
Fragmentionen, die eine Lokalisierung des verbliebenen Deuteriums an der
Doppelbindung erlauben sollten. Gezeigt ist der Fall, bei dem sich das verbliebene
Deuterium an Position C(7) befindet.

Es erschien daher sinnvoll, ein alternatives Protokoll auszuarbeiten, das auf dem Konzept
der intramolekularen lodlactonisierung der A° A'-Hexadecadiensdure 177 beruht (siehe

Abbildung 83). In der Regel zeigen lodlactone Massenspektren mit intensiven

™ Das Verhéltnis von (6E,112Z)-Hexadeca-6,11-diensaure (172) zu (6E,112)-[*Hs]-Hexadeca-6,11-diensaure (177)
in Abbildung 82 spiegelt nicht die tatsachliche Einbaurate wider, da es sich nur um eine Teilfraktion handelt.
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Fragmentionen, anhand derer sich das verbliebene Deuterium detektieren lassen sollte. Im
Gegensatz zur klassischen lodlactonisierung mit lod/Kaliumiodid %! lassen sich 7-
Ringlactone in guten Ausbeuten mit dem Reagenz 178 darstellen. " 21 Um die
grundsatzliche Anwendbarkeit des lodlactonisierungskonzepts zu prifen und um eine
entsprechende Referenz zur Verfligung zu haben, wurde synthetische (6E)-[8,8-*H,]-
Hexadecansaure (61) mit dem Collidinkomplex 178 zum lodlacton umgesetzt. Das
Massenspektrum dieses lodlactons zeigt ein charakteristisches, jedoch wenig intensives
Fragmention bei m/z 113. Zuklnftig bleibt zu prifen, ob diese Methode empfindlich genug
ist, um die Deuteriumatome der [*Hs]-Hexadecadiensdure 177 in einer biologischen Probe

zuordnen zu konnen.

3.3.2 Kryptoregiochemie der A®-Desaturase aus Antheraea polyphemus

Um die Kryptoregiochemie der A®-Desaturase zu bestimmen, wurden Pheromondriisen mit
rac-[5,5,6-’Hs]-Palmitinsaure (38) und rac-[5,5,7-?Hs]-Palmitinsdure (53) inkubiert und aus
der massenspektrometrischen  Analyse der Desaturierungsprodukte  kinetische
Isotopeneffekte bestimmt (siehe Abbildung 84). Die Substrate wurden, wie oben
beschrieben, den Pheromondrisen der Seidenspinner appliziert. Nach analoger
Aufarbeitung und Derivatisierung erfolgte die Analyse der gebildeten Hexadeca-6,11-
diensauremethylester (179-182) mittels GC/MS. Wegen des zu erwartenden kinetischen
Isotopeneffekts werden die Fettsauremethylester 179/180 und 181/182 in unterschiedlichen
Mengen gebildet. Lediglich fir den Deuteriumverlust an C(6) wird ein deutlicher KIE grofier
vier gefunden, wahrend der Deuteriumverlust an C(7) ohne einen signifikanten KIE
einhergeht." Dieser Trend eines deutlichen und eines vernachlassigbaren KIE wird allgemein
als Beweis flr einen zweistufigen Mechanismus angesehen, wobei der hohe KIE den Ort der
initialen Wasserstoffabspaltung angibt. Demnach erfolgt im Fall der AS-(E)-Desaturase aus A.
polyphemus die initiale Wasserstoffabspaltung an C(6). Eine Uberprifung der
experimentellen KIE steht noch aus, da aus Mangel an weiblichen Tieren die Versuche

bisher nur einmal durchgefiihrt werden konnten.

" Die Bestimmung der KIE ist mit einem groRen Fehler behaftet. Durch die geringen Einbauraten der markierten
Vorstufen bedingt, missen die Intensitaten der [2H2]-Fettséuremethylester um den [M+2]-Satelliten naturlicher

(6E,112)-Hexadeca-6,11-diensaure korrigiert werden. Deutlich genauere Werte fir die KIE sollten sich erzielen
lassen, wenn solche Messungen an einem empfindlicheren Flugzeitmassenspektrometer durchgefiihrt werden.
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Abbildung 84: Die Palmitinsdure 38 wird von den Pheromondrisen zu einem ca. 4:1-Gemisch von
179 und 180, entsprechend einem KIE von ca. 4, metabolisiert. Die Palmitinsaure 53
wird hingegen ohne signifikanten KIE in ein ca. 1:1-Gemisch von 181 und 182
Uberfihrt.

3.3.3 Studien zur Sequenz der Desaturierungsschritte

Um eine Aussage uber die Reihenfolge der Desaturierungsschritte und damit zur
Biosynthese von A% A'-Hexadecadiensdure machen zu kénnen, wurde das Fettsaureprofil
nach deuteriummarkierten, einfach ungesattigten Fettsduren durchsucht. In diesem Fall
erfolgte die GC/MS-Untersuchung unter Cl-Bedingungen, wobei Acetonitril als
lonisierungsgas eingesetzt wurde. Bei Verwendung von Acetonitrii formen sich in der
lonisationskammer des Massenspektrometers lonen der Summenformel [C3HiN]*, die mit
den Doppelbindungen der Fettsauren Addukte bilden. Eine Fragmentierung dieser Addukte
aus Cl-Gas und Fettsauremethylester liefert charakteristische lonen, die eine Bestimmung
der Doppelbindungsposition erlauben. ! Mit Hilfe dieser MS-Methode konnte unter den
verschiedenen Cis-Monoenfettsduren die A'-ungeséttigte [*H4]-Hexadecensiure 183
zweifelsfrei identifiziert werden. Das Massenspektrum dieser Verbindung zeigt neben einem
intensiven Addukt bei m/z 326 zwei charakteristische Fragmentionen bei m/z 284 und m/z
152, die durch eine Spaltung in allylischer Position zur A''-Doppelbindung entstehen (siehe
Abbildung 85).
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Abbildung 85: Massenspektrum von (6R,7R)—(‘I‘IZ)-[5,5,6,7-2H4]-Hexadec-11-enséuremethylester
(183) unter ClI-Bedingungen mit Acetonitril als lonisierungsgas.

Die vollstandige Zuordnung aller einfach ungesattigten Cie-Fettsauren im Extrakt ist in
Abbildung 86 gezeigt. Neben dem deuteriumsubstituierten Methylester von 175 kann auch
natiirlicher A''-ungeséttigter Hexadecensduremethylester 187 sowie der Methylester von
Palmitolsdure 186 eindeutig identifiziert werden. Mit Zweifeln behaftet ist hingegen die
Identifizierung der drei frih eluierenden Verbindungen als Methylester von (6E)- und (62)-
Hexadec-6-ensaure 176, 184, 185. Beide Massenspektiren zeigen zwar charakteristische
Fragmentionen, die am ehesten eine Zuordnung der Doppelbindung zur Position A® erlauben
wirden, die aber im Vergleich zu den anderen Monoenfettsauren wenig intensiv sind. Die
lonenspursuche des lons mit der Massenzahl 329 zeigt, dass sich [°Hs]-Hexadec-6-enséure
176 in der aufsteigenden Flanke von 184 befindet. Damit lassen sich neben
isotopenmarkierter A''-Hexadecensdure 175 auch Spuren von deuterierter A°-
Hexadecensaure 176 nachweisen. Derzeit lasst sich daher noch keine abschlieRende
Aussage (iber die Reihenfolge von A°- und A''-Desaturierung bei der Biosynthese von
(6E,11Z)-Hexadec-6,11-ensaure (172) treffen.
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Abbildung 86: Das Gaschromatogramm zeigt das Fettsduremethylesterprofil von Pheromondrusen,
die mit (6R,7R)-(5,5,6,7-2H4)-Palmitinséure (22) inkubiert wurden. Die Zuordnung der
Doppelbindungen erfolgte anhand charakteristischer Fragmentionen aus den CI-
Spektren. Die Identifizierung von 176, 184 und 185 ist nicht gesichert.

3.3.4 Zusammenfassung

Die Pheromonbiosynthese des Wilden Seidenspinners Antheraea polyphemus wurde durch
Applikation von deuteriumsubstituierten Palmitinsduren an Pheromondrisen, gefolgt von
massenspektrometrischer Charakterisierung der Metabolite, untersucht. Insbesondere
konnten mechanistische Aspekte der an der Pheromonbiosynthese beteiligten A®-(E)-
Desaturase aufgeklart werden. Die A®°-Doppelbindung wird durch syn-Eliminierung zweier
benachbarter Wasserstoffatome erzeugt, wobei der initiale Angriff an dem der polaren
Kopfgruppe naheren Kohlenstoffzentrum C(6) erfolgt. Damit gleicht die A°-(E)-Desaturase
aus A. polyphemus in diesen mechanistischen Details allen bisher experimentell
untersuchten  membrangebundenen  Fettsduredesaturasen. Es  konnten  einige
mechanistische Details noch nicht abschlieRend beantwortet werden. So bleibt die Frage
offen, mit welcher absoluten Stereokontrolle die syn-Eliminierung erfolgt. Ebenso sollten die

experimentell bestimmten kinetischen Isotopeneffekte validiert werden.

Es konnten erste Schritte in Richtung eines besseren Verstandnisses der
Pheromonbiosynthese in A. polyphemus unternommen werden. Aufgrund der Ergebnisse

kann als gesichert angesehen werden, dass (6E,11Z)-Hexadeca-6,11-diensaure (172) die
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Vorstufe der Sexualpheromone (6E,11Z)-Hexadeca-6,11-dienal (173) und (6E,112)-
Hexadeca-6,11-dienylacetat (174) darstellt und unter Einwirkung einer A®-(E)- und einer A''-
(2)-Desaturase aus Palmitinsdure gebildet wird. Weniger eindeutig ist hingegen die
Reihenfolge der Desaturierungsschritte. Bei der Inkubation der Pheromondrisen mit
isotopenmarkierter Palmitinsdure 22 wurden neben deutlichen Mengen einer isotopen-
markierten (11Z)-Hexadec-11-ensaure 175 auch Spuren einer deuterierten (6E)-Hexadec-6-
ensaure 176 nachgewiesen (siehe Abbildung 86). Daher lasst sich momentan keine genaue
Aussage zur Desaturierungsreihenfolge treffen. Um diese Details in Zukunft zu klaren,
wurden die deuteriumsubstituierten Fettsduren (6E)-[8,8-H,]-Hexadec-6-ensdure (61),
isotopenmarkierte (62)-[8,8->H,]-Hexadec-6-enséure (62) sowie (112)-[2,2-H,]-Hexadec-11-
ensaure (71) synthetisiert. Durch Inkubationsversuche mit diesen synthetischen Standards

sollte es moglich sein, die noch offenen Fragen zu klaren (siehe Abbildung 87).

A COOH
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Abbildung 87: Isotopenmarkierte Palmitinsauren 61, 62 und 71 als Substratsonden fiir die
Pheromonbiosynthese in A. polyphemus.

In einigen Fallen konnten im Fettsaureprofil der Pheromondriisen Hinweise auf eine (62)-
Hexadec-6-ensaure gefunden werden. Da sowohl Insekten aus China als auch aus Kanada
bezogen wurden, ist nicht auszuschlieen, dass es regionale Unterschiede im Fettsaureprofil
und damit mdoglicherweise auch in der Pheromonzusammensetzung gibt. Mit Hilfe des
synthetischen Standards (112)-[2,2-?H,]-Hexadec-11-ensdure (71) sollte es gelingen, mehr
Uber die Bedeutung dieser Fettsaure fir die Pheromonbiosynthese zu erfahren. Darlber
hinaus koénnte durch Applikation von 71 die Beteiligung einer Isomerase an der Produktion
von A%-(E)-Hexadecenséure ausgeschlossen werden. Eine Aufklarung der Reihenfolge von
A®- und A'-Desaturierung sollte durch Inkubation der Pheromondriisen mit synthetischer
(6E)-[8,8-?H,]-Hexadec-6-ensidure (61), (62)-[8,8-°H,]-Hexadec-6-ensdure (62) und (112)-

[2,2-?H,]-Hexadec-11-ensaure (71) mdglich sein.
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3.4 Mechanistischer Vergleich von stereoselektiven A"'-(E)- und
nicht-stereoselektiven A"'-(E/Z)-Desaturasen aus Insekten
Grundsatzlich lassen sich zwei Strategien der Kommunikation mit Pheromonen

unterscheiden. " Einerseits kénnen Tiere eine einzelne Verbindung mit relativ komplexer
und deshalb im Tierreich einzigartiger Struktur als Pheromon einsetzen. Ein Beispiel flr
diesen Fall ist Periplanon B, das Sexualpheromon der amerikanischen Kakerlake Periplaneta
americana (siehe Abbildung 88). ' |m Gegensatz dazu verwenden viele Insekten,
insbesondere Motten, ein ganzes Duftbouquet, das aus relativ einfachen und von Fettsauren
abgeleiteten Verbindungen besteht. Ein Beispiel flir dieses Kommunikationsprinzip wurde
zuvor im Rahmen der Pheromonbiosynthese von Antheraea polyphemus erwahnt. Weibchen
von A. polyphemus verwenden ein 9:1-Gemisch von (6E,11Z)-Hexadeca-6,11-dienylacetat
und (6E,112)-Hexadeca-6,11-dienal als Sexualpheromone. ?'"! Obwohl Antheraea pernyi als
naher Verwandter von A. polyphemus dieselben Pheromone verwendet, werden Mannchen
von A. pernyi nicht von weiblichen A. polyphemus angelockt ?' da beide Arten

unterschiedliche Verhaltnisse der beiden Pheromonkomponenten einsetzten. '

o 0O
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Abbildung 88: Sexualpheromone der amerikanischen Kakerlake Periplaneta americana (188) und
der Seidenspinner A. polyphemus und A. pernyi (173 und 174).

Die Biosynthese der meisten Schmetterlingspheromone erfolgt nach einem gemeinsamen
Prinzip. In der Regel werden zunachst von Desaturasen Doppelbindungen in die Alkylkette
von Fettsduren eingeflihrt. In Verbindung mit kettenverkirzenden Schritten kann so sehr
einfach und schnell eine grofie Vielfalt von einfach oder mehrfach ungesattigten Fettsduren
generiert werden. An diese Schritte schlieBt sich die Reduktion der Fettsauren zu den
korrespondierenden Alkoholen an, welche dann von Oxidasen bzw. Acyltransferasen in
leichtfliichtige Aldehyde oder Acetate (iberfiihrt werden. " 21 Wie zahlreiche Studien aus
dem Arbeitskreis von Prof. W. Roelofs belegen, nutzen Motten offenbar besonders ausgiebig
AV'-Fettsduredesaturasen zur Pheromonbiosynthese. "* 2'*#'%1 Dje in Abbildung 89
dargestellte Biosynthese der Sexualpheromone der Motte Trichoplusia ni fasst die

genannten Prinzipien zusammen. [-213:219]
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Abbildung 89: Pheromonbiosynthese in Insekten. Die fettgedruckten Verbindungen sind die
Vorstufen der Sexualpheromone von Trichoplusia ni.

Insekten sind also in der Lage, mit einem relativ kleinen Satz an Enzymen eine hohe
Diversifikation und damit Einzigartigkeit ihnrer Pheromonbouquets zu erzielen. Die Variabilitat
in der Biosynthese bei einzelnen Insektenarten ist dabei gegeben durch:

- die Abfolge von desaturierenden und kettenverkurzenden Schritten,

- die Wahl der funktionellen Gruppen, wie z.B. Aldehyd, Acetat, Aldehyd,

- eine zusatzliche Funktionalisierung, wie beispielsweise Epoxidierung von

Doppelbindungen,
- die Kettenlangenspezifitdt der beteiligte(n) Desaturase(n) und
- die Verwendung von Desaturasen, die stereospezifisch (E)- bzw. (2)-
Doppelbindungen erzeugen oder aber ein Gemisch von (E)- und (Z)-Isomeren liefern.

Gerade die beiden letztgenannten Punkte bieten Insekten eine einfache Madglichkeit, ein
einzigartiges Duftbouquet zu erzeugen, weil bereits geringfiigige Anderungen am
Peptidgerist der Desaturase zu einem anderen Produktspektrum flihren. So konnten Whittle
et al. zeigen, dass bereits der Austausch weniger Aminosauren im Peptidgerust einer
I6slichen A°-Stearoyldesaturase die Kettenlédngenspezifitit drastisch &ndert, so dass neben
Stearinsdure bevorzugt Palmitinsdure desaturiert wird. ?? Welche Faktoren hingegen
bestimmen, ob eine Desaturase ausschliellich ein Stereoisomer oder aber ein (E/Z)-
Stereoisomerengemisch produziert, ist fUr Fettsduredesaturasen bisher unbekannt. Es ist
denkbar, dass auch diese nicht-stereoselektiv arbeitenden Desaturasen, wie die A%-E/Z-
Sphingolipiddesaturase aus Helianthus annuus, zwei unterschiedlich gewichtete
Startkonformationen erlauben, die unabhangig voneinander zu (E)- bzw. (Z)-Olefinen
desaturiert werden (vgl. Kapitel 3.2.2.4).
Um dieser Hypothese nachzugehen, werden in Zusammenarbeit mit Prof. Wendell Roelofs

die mechanistischen Aspekte einer stereoselektiv arbeitenden A''-(E)-Desaturase aus
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Epiphyas postvittana und einer nicht-stereoselektiv arbeitenden A''-(E/Z)-Desaturase aus
Argryrotaenia velutinana miteinander verglichen. Sowohl die (E)-Desaturase aus Epiphyas
postvittana ¥'"! als auch die (E/Z)-Desaturase aus Argryrotaenia velutinana *'® konnten
kirrzlich kloniert werden und stehen als heterolog exprimierte Enzyme in Hefe- bzw. einem
Baculovirus-Expressionssystem zur Verfiigung. Da beide Desaturasen A''-ungesattigte
Tetradecansaure erzeugen, wurden flir die mechanistische Untersuchung dieser Enzyme
eine deuteriumsubstituierte Tetradecansaure als Substrat bendtigt. Mit (11R,12R)-
[10,10,11,12-2H]-Tetradecansédure (37) wurde deshalb eine Fettsdure synthetisiert, die
enantioselektive Deuteriummarkierungen an den fir die A'-Desaturase relevanten
Kohlenstoffzentren C(11) und C(12) tragt. Die beiden =zusatzlich eingebrachten
Deuteriumatome an C(10) gewahrleisten, dass das Desaturierungsprodukt von 37 von dem
natlrlichen Desaturierungsprodukt massenspektrometrisch unterscheidbar bleibt. Analog zu
der Vorgehensweise bei der A®-(E/Z)-Sphingolipiddesaturase (vgl. Kapitel 3.2.2.1), sollte sich
mit 37 der stereochemische Verlauf der Desaturierung zu (11E)-Tetradecensaure einerseits
und zu (11E/2)-Tetradecensaure  andererseits untersuchen lassen. Erste
Futterungsexperimente mit transformierten Hefezellen, die die (E/Z)-Desaturase aus
Argyrotaenia velutinana Uberexprimieren, wurden bereits durchgefiihrt. Eine detaillierte

massenspektrometrische Analyse der Metabolite steht hingegen noch aus.
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3.5 Funktionelle Charakterisierung plastidiarer und mikrosomaler
A"-Fettsduredesaturasen aus der Kieselalge Phaeodactylum
tricornutum und Raps Brassica napus

Die Kieselalge Phaeodactylum tricornutum enthalt grofle Mengen Eicosapentaensdure

(EPA) und ist daher fir deren industrielle Gewinnung von Interesse. Neben EPA
(C20:54%111417 30 9,) enthalt P. tricornutum Palmitdlsdure (C16:1%%; 26 %), Palmitinséure
(C16:0, 17 %), Hexadecatriensdure (C16:3%*'*, 10 %), Myristinsdure (C14:0, 5%) sowie
einer Reihe weiterer, in Spuren vorkommender Fettsauren. Kirzlich konnten von Dr. Frédéric
Domergue im Arbeitskreis von Prof. Heinz zwei cDNA Fragmente aus P. tricornutum kloniert
werden, die Sequenzhomologien zu A'*-Fettsduredesaturasen héherer Pflanzen aufweisen.
Durch heterologe Expression in der Hefe Saccharomyces cerevisiae und dem
Cyanobakterium Synechococcus konnten cDNA-Fragmente identifiziert werden, die fur eine
plastididre bzw. mikrosomale A'*-Fettsiuredesaturase codieren. 2!

Seit langerem ist bekannt, dass in Pflanzen, wie Arabidopsis thaliana oder Brassica napus,
die beiden haufigsten in den Blattern vorkommenden Fettsauren, (7Z,10Z,13Z)-Hexadeca-
7,10,13-triensdure (C16:3"'*"*) und o-Linolensdure (C18:3%'*'%) in unterschiedlichen
Kompartimenten der Pflanzen gebildet werden. Die Biosynthese von a-Linolensaure erfolgt
einerseits Uber den so genannten ,eukaryotischen“ Weg im endoplasmatischen Retikulum,
kann andererseits aber auch Uber den so genannten ,prokaryotischen“ Weg in den
Chloroplasten der Zelle gebildet werden. Hingegen wird ausschlief3lich in den Chloroplasten
(7Z,10Z,13Z)-Hexadeca-7,10,13-triensdure (C16:3%'%1%) gebildet. ['% #°!

Durch Futterungsexperimente mit natlrlich vorkommenden Fettsauren wie C16:1%°, C18:1%,
C18:1*"" und den synthetischen Fettsduren C16:1"7 (67) und C16:2**'* (75) konnte die
Substratspezifitat der beiden heterolog exprimierten A'>-Desaturasen aus P. tricornutum
untersucht werden. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit Fltterungsstudien an plastididren
und mikrosomalen A'’-Fettsduredesaturasen aus Raps (Brassica napus) in denselben
Expressionssystemen verglichen.

Die Ergebnisse der Futterungsstudien an transformierten Organismen, die entweder
mikrosomale oder plastididre A'*-Desaturasen aus P. tricornutum und B. napus exprimieren,
zeigen, dass eine mit Pflanzen vergleichbare raumliche Unterteilung der Biosynthese von
ungeséttigten Fettsiuren in der Alge existiert. Die beiden mikrosomalen A'*-Desaturasen aus
B. napus und aus P. tricornutum katalysieren hochspezifisch die Umwandlung von Olsdure
(C18:1%) in Linolséure (C18:2""'?) und lassen den Schluss zu, dass diese Desaturase in P.
tfricornutum an der Biosynthese von Eicosapentaensaure beteiligt ist. Demgegenlber

unterscheiden sich die plastididren A'>-Desaturasen aus B. napus und P. tricornutum. Die
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pflanzliche Desaturase zeigt eine hohe Aktivitat sowohl fiir die Umwandlung von C16:1*7 in

C16:2°7'? als auch fiir die Uberfiihrung von C18:1* in Linols&dure (C18:2*'%). Damit bestatigt

3A7.10,13

die Substratspezifitat, dass diese Desaturase sowohl an der Biosynthese von C16: als

auch C18:3%'>% in Pflanzen beteiligt ist. Die plastididre Desaturase aus P. tricornutum zeigt

hingegen ausschlieRlich eine hohe Aktivitat gegeniiber Palmitélséure (C16:1%°) und sollte

3A6,9,12

daher an der Biosynthese von C16: in der Alge beteiligt sein (siehe Abbildung 90).

Fasst man die Ergebnisse der Fitterungsstudien zusammen, so lasst sich ein erstes Bild zur

3469.12

Biosynthese von C16: und Eicosapentaensaure in der Kieselalge P. fricornutum

entwerfen. Demnach wird EPA Uber einen zu Pflanzen analogen ,eukaryotischen* Weg in

346,912

den Microsomen der Algen gebildet werden, wahrend C16: Uber den ,prokaryotischen®

Weg in den Plastiden der Alge synthetisiert wird.
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Abbildung 90: Biosynthese mehrfach ungesattigter Fettsduren in der Alge Phaeodactylum
tricornutum.
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3.6 Stereochemische Charakterisierung von (1,4)-Desaturasen
(Konjugasen®)

Neben mehrfach ungesattigten Fettsauren, wie Linol- oder Linolensaure, die
methylenunterbrochene Doppelbindungen aufweisen, kdénnen Pflanzen ungesattigte
Fettsduren mit konjugierten Doppelbindungssystemen enthalten. Einige Pflanzen verflgen,
vor allem in ihren Samen, Uber erhebliche Mengen an solchen Fettsduren. So enthalt das
aus dem Samen von Aleurites fordii gewonnene Ol mehr als 65 % a-Eleostearinsdure
(18:3V411EBE) (189) 122Y oder das aus Calendula officinales gewonnene Ol mehr als 50 %
Calendulasdure (18:3%%4194124)  (190). 22 Aus anderen Pflanzen wurden weitere
Stereoisomere konjugierter Linolensduren isoliert: 18:3%%!'%3 (191) aus Catalpa ovata,

Punicinsdure (18:3Y4''"534) und Punica granatum (192) und 18:3**41°4122 (193) aus

Jacaranda mimosifolia (sieche Abbildung 91). 221223, 224]
HOOC PP~ 189
HOOC _ A~ NSNS~~~ 190
HOOC A~~~ =~ 191
HOOC A NS NN N 192
HOOC N~ e NN, 198

Abbildung 91: Konjugierte Linolensauren.

Konjugierte Fettsauren besitzen eine erhebliche wirtschaftliche Bedeutung. Als Bestandteil
von Farben und Lacken finden sie Verwendung als Trocknungsmittel, da sie leichter als
methylenunterbrochene Fettsduren oxidiert werden und damit schneller wahrend des

Trocknens polymerisieren. 22"

Demgegenuber sind andere konjugierte Fettsauren, wie
Calendulasaure (190), als Bestandteil von kosmetischen Produkten interessant. Besonders
intensiv wird in den letzten Jahren diskutiert, ob konjugierte Fettsduren als potentielle
Zusatze fur die menschliche Nahrung (functional food) verwendet werden kénnen, um so

mdglicherweise Fettleibigkeit, Krebs und Arteriosklerose vorzubeugen. %!

° Um die Beteiligung dieser Desaturasen an der Bildung von konjugierten Doppelbindungen auszudriicken, wurde
der Begriff Konjugase von Cahoon et al. vorgeschlagen. [221
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Die biosynthetische Herkunft konjugierter Fettsduren war lange unbekannt, so dass
unterschiedliche mechanistische Szenarien vorgeschlagen wurden. ??® Gleich von mehreren
Autoren stammt der Vorschlag, dass konjugierte Trienfettsduren aus Linolensaure unter
Beteiligung von lipoxygenase-ahnlichen Enzymen gebildet werden. Andere Autoren haben
eine Isomerisierung von Linolensaure oder einen Reaktionsweg vorgeschlagen, bei dem
Epoxylinolensaure als Vorstufe dient. Erste Hinweise, dass mdglicherweise Desaturasen an
der Biosynthese von Calendulasaure (190) beiteiligt sind, stammen aus Arbeiten von
Fritsche et al. ¥** 2%l ynd Cahoon et al. #" %2 die Gene mit groRer Sequenzhomologie zu
Desaturasen aus Calendula officinalis klonieren konnten.

Ein plausibles mechanistisches Modell fiir die Bildung von konjugierten Doppelbindungen
durch Desaturasen wurde erstmals 1999 im Arbeitskreis von Prof. Feussner ¥ und in
unserem Arbeitskreis ® vorgeschlagen. In Analogie zu den bekannten Fettsiuredesa-
turasen wird durch 1,4-syn-Eliminierung zweier Wasserstoffatome eine bereits vorhandene

Doppelbindung in ein konjugiertes Dien Uberfuhrt wird (siehe Abbildung 92).

—_— N\
R

Abbildung 92: Mechanistisches Modell fur die Bildung konjugierter Doppelbindungen.

Bereits 1985 konnten Crombie und Holloway mit isotopenmarkierten Linolsauren zeigen,
dass Calendulasaure durch Verlust eines Wasserstoffatoms an C(8) und C(11) aus

2271 \/or dem heutigen Hintergrund kénnen diese friihen

Linolsaure gebildet wird.
Experimente als experimentelle Bestatigung eines 1,4-Eliminierungsprozesses angesehen
werden. Erste detaillierte Studien zum Mechanismus von Konjugasen stammen aus den
letzten beiden Jahren. Rodriguez et al. konnten die Details der Biosynthese von (10E,12E)-
Tetradeca-10,12-diensdure in dem Insekt Spodoptera littoralis entschliisseln. @23 229
Demnach wird (10E,12E)-Tetradeca-10,12-diensaure durch 1,4-Dehydrogenierung von (2)-
Tetradec-11-ensaure gebildet, wobei fur die Abstraktion eines Wasserstoffatoms von C(10)
ein hoher und fur die Abstraktion eines Wasserstoffatoms von C(13) ein niedriger kinetischer
Isotopeneffekt (KIE) gemessen wurde. #?®! Damit entsprechen die KIE einem Trend, wie er
fur den Zweistufen-Mechanismus einer Desaturase angenommen wird. In Untersuchungen
zum stereochemischen Verlauf der 1,4-Dehydrogenierung mit enantiospezifisch markierten
(Z2)-Tetradec-11-ensauren konnten Rodriguez et al. beweisen, dass es sich hierbei um einen
suprafacialen Prozess handelt, bei dem sowohl von C(10) als auch von C(13) das pro-(R)-

Wasserstoffatom eliminiert wird. #°! Nachteilig bei der umfassenden mechanistischen
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Charakterisierung der Konjugase aus Spodoptera littoralis ist die Tatsache, dass die
Untersuchungen in vivo durchgefuhrt werden mussten und somit letztlich der endgultige
Beweis fehlt, dass ein einzelnes Enzym die Bildung von (10E,12E)-Tetradeca-10,12-
diensaure katalysiert. Eine erste Arbeit, die den Mechanismus einer Konjugase aus
Calendula officinalis untersucht und dabei die Vorteile molekularbiologischer Methoden nutzt,
stammt von Reed et al.. *% Durch Inkubation von transformierten Hefezellen, die die
Konjugase aus C. officinalis Uberexprimieren, mit regiospezifisch deuterierten Linolsauren,
konnten kinetische Isotopeneffekte flir die Abstraktion der Wasserstoffatome von C(8)- und
C(11) experimentell bestimmt werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten
daraufhin, dass Calendulasaure durch initialen Angriff der Konjugase an C(11) des Substrats
Linolsaure gebildet wird.

Obwohl alle bis heute verfiigbaren Informationen dafir sprechen, dass konjugierte
Dieneinheiten von ungesattigten Fettsduren durch 1,4-syn-Eliminierung zweier
Wasserstoffatome gebildet werden, steht der Beweis, dass es sich hierbei um ein generelles
Prinzip handelt, noch aus. Im Rahmen dieser Arbeit sollten deshalb die stereochemischen
Aspekte der Biosynthese der Calendulasédure (C18:3%%#'°4!24) (190) und der Punicinsdure
(18:34115134) (192) in Zusammenarbeit mit Prof. Feussner (Universitat Géttingen) untersucht
werden. Bei diesen beiden konjugierten Linolensauren handelt es sich um Stereocisomere mit
entweder (E,E,Z)- oder (Z,E,Z)-Konformation der Trieneinheit. Sowohl die Konjugase aus
Calendula officinalis ' als auch die Konjugase aus Punica granatum *' wurden im
Arbeitskreis von Prof. Feussner erfolgreich kloniert und lassen sich in Saccharomyces
cerevisiae heterolog exprimieren. Mit diesen beiden Expressionssystemen stehen ideale
Bedingungen fir eine Untersuchung dieser Konjugasen zur Verfiigung. Im Gegensatz zu in
vivo Studien an intakten Pflanzen oder Tieren kann mit solchen Systemen die Beteiligung
anderer Enzyme leicht ausgeschlossen werden.

Um die stereochemischen Aspekte einer 1,4-Dehydrogenierung zu untersuchen, wurden
isotopenmarkierte Substrate bendtigt, die an den relevanten Positionen enantiospezifisch
markiert sind. Erstes Ziel dieses Projekts musste es deshalb sein, einen synthetischen
Zugang zu solchen isotopenmarkierten Vorstufen zu finden. Wie in Abschnitt 3.1.4.1
beschrieben, wurde eine Synthesestrategie entwickelt, mit der sich positions- und
enantiospezifisch markierte Monoensauren generieren lassen (siehe Abbildung 43). Diese
Route ist flexibel und erlaubt einen raschen Zugang zu einer Palette von deuterierten
Fettsduren, wie sie zur Analyse des stereochemischen Verlaufs von Konjugasen erforderlich
sind.

Mit  (11R)-(92)-[6,6,11-°Hs]-Octadec-9-ensdure  (102) wurde eine enantiospezifisch
deuterierte Monoensaure synthetisiert, die gegenwartig in Futterungsexperimenten

eingesetzt wird. Hierzu wird 102 dem Kulturmedium transformierter Hefezellen, welche die
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Konjugase aus Punica granatum Uberexprimieren, zugegeben. Da das eigentliche Substrat
der Konjugase Linolsaure ist, muss 102 zunachst in die isotopenmarkierte Linolsaure 194
durch Einfilhren einer Doppelbindung in A'>-Position erfolgen. Diese zusatzliche
Doppelbindung kann biotechnologisch in ca. 30 % Umsatz eingefiihrt werden. %2 Mit (11R)-
(9Z,122)-[6,6,11-?H3]-Octadeca-9,12-diensaure (194) sollte damit ein geeignetes Substrat fiir
die Konjugase zur Verfigung stehen. Die anschlieRende 1,4-Desaturierung sollte je nach
stereofacialer Selektivitdt der Konjugase zum Erhalt oder zum Verlust der

Isotopenmarkierung an C(11) fiihren (siehe Abbildung 93).
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Abbildung 93: Konzept zur Untersuchung der stereochemischen Aspekte von Konjugasen aus
Calendula officinalis und Punica granatum.

Sofern sich das in Abbildung 93 skizzierte Konzept als praktikabel erweist, missen an C(14)-
enanatiospezifisch deuterierte Vorstufen synthetisiert werden, um den stereochemischen
Verlauf der 1,4-Desaturierung vollstdndig beschreiben zu kénnen. Entsprechend markierte
Fettsduren sind ebenfalls Uber die ausgearbeitete Syntheseroute (siehe Kapitel 3.1.4)

zuganglich.
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3.7 Funktionelle Charakterisierung einer Elongase aus dem Moos
Physcomitrella patens

Langkettige, mehrfach ungeséttigte Fettsduren, wie Arachidonséure (C20:4**%'"') oder
Eicosapentaensédure (C20:5%%''*!") " sind wichtige Bestandteile der Zellmembran und
dienen als Vorstufen flr Verbindungen mit hormonartigen Eigenschaften, wie Leukotriene,
Prostaglandiene und Thromboxane. Seit einigen Jahren stoRRen langkettige, mehrfach
ungesattigte Fettsauren (LCPUFAs)? daher auch wirtschaftlich auf groRes Interesse. Wegen
ihrer gesundheitsférdernden Wirkung auf Wachstum und Entwicklung oder der Behandlung
von kardiovaskularen Krankheiten sind (w-3)-Fettsduren flr so genanntes ,functional food®
von enormem Interesse fiir die Nahrungsmittel- und Pharmaindustrie. ! *® Als Hauptquelle
fur LCPUFAs dient dem Menschen in erster Linie der Konsum von Fisch. Durch den
gestiegenen Bedarf an ,gesunden” Fettsauren werden jedoch alternative Quellen gesucht.
Ein Schlagwort, das in diesem Zusammenhang vielfach gebraucht wird, ist ,crop
engineering“, womit das gezielte Design von transgenen Pflanzen gemeint ist, die groRe
Mengen von mehrfach ungeséttigten, langkettigen Fettsauren produzieren kénnen. % Aus
diesem Grund gibt es intensive Bestrebungen, die Enzyme zu identifizieren und die Gene zu
klonieren, die an der Biosynthese von mehrfach ungeséttigten Fettsiuren beteiligt sind. 2>
Im Laufe der Evolution haben anaerob und aerob lebende Organismen unterschiedliche
Strategien entwickelt, langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsduren (LCPUFA) zu
synthetisieren. Erst vor wenigen Jahren wurde entdeckt, dass anaerob lebende Organismen,
wie beispielsweise marine Bakterien, offensichtlich LCPUFA unter Verwendung von

Polyketid-Synthasen erzeugen. M, 12]

Im Gegensatz dazu koénnen aerob lebende
Organismen, wie Pflanzen, Pilze oder Saugetiere, den ,klassischen® Fettsdurebiosynthese-
weg nutzen, indem sie desaturierende und kettenverlangernde Schritte miteinander
kombinieren. 2% 2% 5o werden Arachidonsaure und Eicosapentaensaure jeweils liber eine
Sequenz aus A°-Desaturierung, A°-Elongation und A®-Desaturierung aus Linol- bzw.

Linolensaure biosynthetisiert (siehe Abbildung 94).

P LCPUFA = long chain polyunsaturated fatty acid
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Abbildung 94: Verschiedene Biosyntheserouten zu Arachidon- und Eicosapentaensaure. mitte:
,neuer Weg unter Verwendung von Polyketidsynthasen; links und rechts:
.Klassische* Wege Uber Elongations- und Desaturierungsschritte.

Manche Organismen akkumulieren betrachtliche Mengen an langkettigen PUFAs. In dem
Moos Physcomitrella patens betragt z.B. der Anteil an Arachidonsaure an der Gesamtmenge
aller Fettsauren bis zu 30 %. Daher erscheint P. patens ein idealer Organismus zu sein, um
die an der Biosynthese beteiligten Desaturasen und Elongasen zu isolieren. Im Jahr 2001
wurde durch Dr. Thorsten Zank im Arbeitskreis von Prof. Heinz ein Gen aus P. patens
kloniert, das fiir eine potentielle A°-Elongase codiert. ?** Um das Enzym zu charkterisieren,
wurde die Elongase in Backerhefe (S. cerevisiae) Uberexprimiert und mit einer Reihe
synthetischer (siehe Kapitel 3.1.4) und natirlich vorkommender Fettsduren inkubiert. Nach
saurer Methanolyse der Hefezellen wurde das Fettsaureprofil der Hefen in Form der
Methylester per GC bzw. GC/MS untersucht. Da S. cerevisiae selbst keine langkettigen
PUFAs besitzt, konnten die von der heterolog exprimierten A’-Elongase erzeugten

Fettsduren hintergrundfrei analysiert werden.
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Abbildung 95: Vergleich der Elongationsraten verschiedener ungesattigter Fettsduren.

Die Ergebnisse der Fitterungsstudien sind in Abbildung 95 zusammengefasst. Sowohl y-
Linolensdure (C18:3"*”'") als auch Stearidonsaure (C18:4***'>") werden als unmittelbare
Vorstufen von Arachidonsaure bzw. Eicosapentaensaure mit Abstand am besten
kettenverlangert. Im Gegensatz dazu werden die beiden Fettsduren C18:2*%' und
C18:3**'%15 denen im Vergleich zu y-Linolen- und Stearidonsdure lediglich die A°-
Doppelbindung fehlt, nur noch zu ca. 10 % kettenverlangert. Aus diesen Ergebnissen lasst
sich folgern, dass die A°-Doppelbindung ein essentielles Erkennungsmerkmal fiir die
Elongase darstellt. Diese Annahme wird von Futterungsexperimenten mit den synthetischen
Trienfettséduren C18:3**7'° (80), C18:3***!" (90), C18:3*"'*" (91) und C18:3**'"* (92)
bestatigt. Bei diesen Fettsauren ist die methylenverbriickte Trieneinheit im Vergleich zu y-
Linolenséure (C18:3%%*!?) sukzessive verschoben. Die Fiitterungsexperimente mit diesen
Fettsduren zeigen einen eindeutigen Trend: Je weiter sich die proximale Doppelbindung von
der AS-Position entfernt, desto schlechter wird die Trienfettsdure um ein C,-Einheit
verlangert. Interessanterweise werden methylenverbriickte C18:3A%%" und die
ethylenverbriickte Pinolensdure C18:3A°°%%'2 nahezu gleich gut kettenverldngert.
Offensichtlich  differenziert die Elongase also nicht zwischen methylen- und
ethylenunterbrochener Trieneinheit.

Alle Futterungsstudien deuten daraufhin, dass die Elongase aus P. patens an der
Biosynthese von Arachidonsaure und Eicasapentaensaure beteiligt ist. Die Elongase ist
dabei hochspezifisch fiir A°-PUFAs, wobei die A°-Doppelbindung der Elongase als

essentielles Erkennungsmerkmal dient.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Desaturasen gehoren zu einer groBen Klasse von Nicht-Ham-Eisenenzymen, die
Doppelbindungen in Fettsduren oder verwandte Verbindungen einfiihren. Bei der bei weitem
groten Gruppe von Desaturasen handelt es sich um membrangebunde Enzyme, von denen
bis heute keine NMR- oder Rontgenstrukturinformation verfugbar sind. Daher stitzt sich das
Wissen zum Mechanismus von membrangebundenen Desaturasen noch weitestgehend auf

Untersuchungen mit isotopenmarkierten Substratsonden (siehe Abbildung 96).
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Abbildung 96: Mittels isotopenmarkierter Substrate kdnnen Desaturasen mechanistisch untersucht
werden.

Synthese von deuteriummarkierten Fettsduren
Fur die Untersuchung der stereochemischen Aspekte von Desaturasen wurden

(enanatiospezifisch) deuteriummarkierte gesattigte Fettsduren bendtigt. Deren Synthese

basiert auf zwei Schlisselschritten:

1) der enzymatischen Reduktion von «,B-ungesattigten Carbonsauren, die zu

enantiomerenreinen gesattigten Produkten fuhrt (siehe Abbildung 97)

D Enoat Reduktase 2
R\)ﬁ/COOH S R A _coon
D R: Alkyl 5)

Abbildung 97: Enzymatische enantioselektive Reduktion von o,B-ungesattigten Fettsauren.

2) und der kupfer-mediierten Kreuzkupplung von Alkyliodiden mit Zinkorganylen.

Durch die kupfervermittelte Kreuzkupplung lasst sich im Gegensatz zu friheren Synthesen,
die einen Hydrierungsschritt an Metallkatalysatoren bendtigten, ein Isotopenscrambling oder
ein Verlust der eingebrachten Markierung vermeiden. Im Sinne eines Baukastenprinzips
konnten so die Fettsauren 22, 37, 38 und 53 dargestellt werden. Diese Synthesestrategie
erlaubt es, Fettsduren mit beliebiger Kettenlange und einer nahezu beliebigen Positionierung

der Isotopenmarkierung darzustellen (siehe Abbildung 98).
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Abbildung 98: Kupfer-mediierte Kreuzkupplung von Alkyliodiden mit Zinkorganylen.

Zur funktionellen Charakterisierung von Desaturasen und Elongasen wurden mehrfach
ungesattigte Fettsduren hergestellt. Deren Synthese basiert auf der gekreuzten bis-Wittig-

Olefinierung nach Bestmann et al. bzw. Pohnert et al. (siehe Abbildung 99).

(0]
m H
-78 °C —™» RT
Ph3P=\/—\/—_PPh3 » /M=\/=\/=vCOOH
O O m n
2.
H W Yo~

3. LiOH, THF/H,0 (3:1)

Abbildung 99: Schematische Darstellung der bis-Wittig-Olefinierung.

Untersuchung von ungewéhnlichen Desaturasen des Sphingolipid-
stoffwechsels

A®-(ElZ)-Sphingolipiddesaturase aus Helianthus annuus
Im Gegensatz zu allen bisher untersuchten Desaturasen, die ausschlie3lich (E)- oder (Z)-

Doppelbindungen bilden, erzeugt die Sphingolipiddesaturase aus H. annuus ein

charakteristisches Gemisch beider Isomere (siehe Abbildung 100).
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D DD OH OH R

M A8-Desaturase
CoH1g

syn-Eliminierun
H H 17 g

123 4

O
Qi
Zon

CoH
R = Acyl 9H19 —

125 (:)H lilH

Abbildung 100: Die Sphingolipiddesaturase aus Helianthus annuus Uberfihrt das deuterierte
Substrat 123 in ein Isomerengemisch von 124 und 125.

Mit der Untersuchung der A®-(E/Z)-Sphingolipiddesaturase aus Helianthus annuus konnte
erstmals eine unspezifisch arbeitende Desaturase mechanistisch charakterisiert werden.
Hierzu wurden transformierte Hefezellen, die die A%-(E/Z)-Desaturase (iberexprimieren, mit
isotopenmarkierten Stoffwechselsonden, wie 123, inkubiert. Mit Hilfe von LC/MS- und
GC/MS-Techniken konnten die Desaturierungsprodukte 124 und 125 identifiziert werden und
so anhand der Deuteriumverluste der stereochemische Verlauf der Desaturierung aufgeklart
werden. Demnach erzeugt die Sonnenblumendesaturase beide Isomere durch syn-
Eliminierung von zwei vicinalen Deuterium- bzw. Wasserstoffatomen, wobei der
diastereofaciale Verlauf der Desaturierung fir beide Isomere identisch ist. Insofern stimmt
die hier nachgewiesene syn-Eliminierung mit dem allgemein favorisierten Mechanismus der

Desaturierung Uberein (siehe Abbildung 101).

0) IV/O\[[[
Lnllzve/ \II:VeLn LnFe\ FeLn HI/O\III
NS (|) L,F&" Fel,
O e ,
3 2 R 3 g -H, 2_/(,'_R
Hs H H
Abbildung 101: Allgemein favorisierter Mechanismus der Desaturierung.

Entscheidende mechanistische Aspekte der E/Z-Desaturase konnten durch die Bestimmung
kinetischer  Isotopeneffekte  aufgeklart werden. Offensichtlich erlaubt die A%
Sphingolipiddesaturase unterschiedliche Ausgangskonformationen, aus denen die
Desaturierung erfolgen kann. Die syn-Eliminierung aus einer anti-Konformation flhrt
unmittelbar zum (8E)-Phytosphingenin, wahrend die syn-Eliminierung aus einer gauche-
Konformation zum (82)-Olefin flhrt. Je nach Ausgangskonformation erfolgt der initiale Angriff
entweder an C(8) oder an C(9) (siehe Abbildung 102).
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Abbildung 102: Mechanistisches Modell zum Ursprung von (E/Z)-Sphingolipiden in Pflanzen.

Bifunktionale A*-Dihydroceramid-Desaturase aus Candida albicans

Bei Ceramid handelt es sich um ein Sphingolipid, dem bsp. eine Beteiligung an der Apoptose
zugeschrieben wird. Exemplarisch wurde die A*-Dihydroceramiddesaturase aus der Hefe
Candida albicans untersucht. Hierzu wurden transformierte Hefen, welche die Desaturase
aus C. albicans lUberexprimieren, mit der enantiospezifisch markierten Fettsaure 31 inkubiert.
Auf dem in Abbildung 103 gezeigten Weg wird die applizierte Fettsaure 31 zunachst von S.
cerevisiae in deuteriertes Dihydroceramid 161 Uberfiihrt und anschlieRend von der A*-

Desaturase aus C. albicans zu 162 desaturiert.

C12H25>('\.)LOH D OH OH D OH OH
b § — C12H25>(k/'\) % C12"'25>8\/'\/'
. g b 6 N H Candida albicans g b N H

Ho N\ COOH R = Acyl 162
161

Abbildung 103: Die transformierte Hefe Saccharomyces cerevisiae Uberfihrt die Fettsdure 31 in

deuteriertes Dihydrocermid 161, das anschlieRend von der transgenen A*-
Desaturase zu 162 desaturiert wird.

Mit Hilfe von LC/MS- und GC/MS-Techniken konnte Ceramid 162 als ausschlielRliches
Desaturierungsprodukt identifiziert werden. Somit erfolgt die Desaturierung unter absoluter
diastereofacialer Kontrolle, wobei bemerkenswerterweise der stereochemische Verlauf mit

dem aller bisher untersuchten Fettsauredesaturasen identisch ist.

Neben dem Desaturierungsprodukt Ceramid (162) erzeugt die A*-Desaturase als
Nebenprodukt ein an C(4) hydroxyliertes Dihydroceramid, welches man als Produkt einer

fehlgeleiteten Desaturierung auffassen kann. Damit konnte erstmals mit chemischen Sonden
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gezeigt werden, dass es sich bei Desaturierungen und Hydroxylierungen um mechanistisch
verwandte  Prozesse handelt. Auf der Basis der bisher durchgefiihrten
massenspektrometrischen Untersuchungen kann man fir beide Prozesse einen
Mechanismus formulieren, der eine gemeinsame, kurzlebige Zwischenstufe annimmt.

Allerdings unterscheidet sich die Enantionselektivitat von Hydroxylierung und Desaturierung

schnell —R2 Desaturierun

! g
JeN LR syn-Elim. RL(—

Fe{_FeL, \*)F eln H

Cg) Hs langsam (_I:ls

< R2 R2 S

3 = 0O =
S

L = Histidin und/oder Glutamat
R = Alkyl

Abbildung 104: Bei Desaturierung und Hydroxylierung handelt es sich um eng miteinander
verwandte Prozesse, die Uiber eine gemeinsame Zwischenstufe verlaufen.

Untersuchung von Desaturasen aus Insekten
Untersuchung der Pheromonbiosynthese in A. polyphemus

Untersucht wurden friihe Schritte der Pheromonbiosynthese des Wilden Seidespinners
Antheraea polyphemus. Ausgehend von Palmitinsdure wurde ein Biosyntheseweg postuliert,
der zu den beiden Hauptkomponenten des Pheromonbouquets 173 und 174 fihrt. Dieser
Weg erfordert eine A°-(E)- sowie eine A''-(Z)-Desaturase (siehe Abbildung 105). Durch
Applikation der chiralen Fettsaure 22 an die Pheromondrisen weiblicher Tiere und der
Analyse der Metabolite mit GC/MS-Methoden wurden stereochemische Aspekte der A°-(E)-
Desaturase untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym Doppelbindungen,

wie die intensiv studierten (Z)-Fettsauredesaturasen, durch syn-Eliminierung erzeugt.

NN NN NN NN NN CO0H 171
ll A®8-und A" Desaturase

ll 1. Reduktion, 2. Acylierung

\AWAO 173
o)

— S OJ]\ 174

Abbildung 105: Postulierte Biosynthese der Sexualpheromone von Antheraea polyphemus.
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Um der Frage nachzugehen, welche der beiden Doppelbindungen zuerst in das
Kohlenstoffgerust von 172 eingefuhrt wird, wurden die synthetischen Monoenfettsauren 61,
62 und 71  hergestell, mit denen sich in Zukunft die Reihenfolge der

Pheromonbiosyntheseschritte aufklaren lassen sollte (siehe Abbildung 106).

X COOH
C7H15W
DD 61 \/\/W(COOH

D D
Crris” X 7 7 CooH m

D D 62

Abbildung 106: Isotopenmarkierte Palmitinsduren 61, 62 und 71 als Substratsonden fir die
Pheromonbiosynthese in A. polyphemus.

(ElZ)-Desaturase aus Argyrotaenia velutinana

In Kooperation mit Prof. W. Roelofs (Cornell University, USA) wurde die mechanistische
Untersuchung einer unspezifischen Fettsauredesaturase aus Argyrotaenia velutinana
begonnen. Zur Untersuchung der stereochemischen Aspekte dieses Enzyms wurde die
chirale Tetradecansaure 37 synthetisiert und in Fltterungsexperimenten eingesetzt. Eine

ausfiihrliche massenspektrometrische Analyse der Metabolite steht allerdings noch aus.

Untersuchung einer Konjugase aus Punica granatum
Konjugasen, die eng mit Desaturasen verwandt sind, Uberfiihren eine bereits vorhandene

Doppelbindung im Sinne einer 1,4-syn-Eliminierung in eine konjugierte Dieneinheit.

Py

Abbildung 107: Mechanistisches Modell zur Bildung konjugierter Doppelbindungen.

Es sollten die stereochemischen Aspekte einer Konjugase, die an der Biosynthese von
Punicinsaure 192 beteiligt ist, untersucht werden. Hierfir wurde die enantioselektiv
deuterierte Octadecensaure 102 synthetisiert.
\/\/NE/\/\/\/\COOH 192
D DD

W\MCOOH 102

Abbildung 108: Punicinsdure (192) und die synthetische Substratsonde 102.

Die Futterungsversuche mit 102 werden gegenwartig im Arbeitskreis von Prof. Feussner

(Universitat Goéttingen) durchgefihrt.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Materialien und Geréte
Kernresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-Spektren wurden mit einem Avance DRX 500 bzw. Bruker AV 400 aufgenommen.

Die chemische Verschiebung & wird in ppm, die Kopplungskonstante J = in Hz angegeben.
Die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf das Ldsungsmittel, das als interner
Standard dient: '"H-NMR: CDCl; & = 7.26 ppm; CD30D & = 3.31; dg-DMSO & = 2.50 ppm; ds-
Benzol & = 7.16 ppm. "*C-Signal CDCl; 8 = 77.16 ppm; CD;0D & = 49.00 ppm; ds-DMSO & =
39.52 ppm.

Massenspektrometrie (MS)

Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC-MS)
EI-GC/MS Spektren wurden bei einer Elektronenenergie von 70 eV mit folgendem Gerat

aufgenommen:
e Finnigan Trace MS; GC-Saule: Alltech EC 5 15 m x 0.25 mm, 0.25 um.

Hochaufgeldste Massenspektren wurden entweder mit Direkteinlass oder unter Verwendung

einer Kopplung mit einem Gaschromatographen aufgenommen:

e Micromass MassSpec 2 verbunden mit einem HP 6890 Gaschromatographen; GC-
Saule: J&W Scientific DB5 30 m x 0.25 mm, 0.25 um.

e Micromass GC-TOF mit einem HP 6890 Gaschromatographen; GC-Saule: J&W
Scientific DB5 30 m x 0.25 mm, 0.25 um.

Cl-Messungen mit Acetonitril zur lonisierung mit einem reaction level m/z 50 wurden an

folgendem lon-Trap-Gerat aufgenommen:

e Finnigan MAT Magnum; GC-Saule: Alltech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 um.
Cl-Messungen mit Isobutan zur lonisierung wurden an folgendem Gerat aufgenommen:

e Micromass MassSpec 2 verbunden mit einem HP 6890 Gaschromatographen; GC-

Saule: J&W Scientific DB5 30 m x 0.25 mm, 0.25 um.

Flussigkeitschromatographie/Massenspektrometrie (LC-MS)
Fir ESI-MS und APCI-MS Messungen wurden ein lon-Trap Gerat bzw. ein Triplequadrupol-

Massenspektrometer verwendet:
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e Thermoquest LCQ mit ESI lonenquelle; HPLC: HP 1100 System; analytische HPLC-
Saule: GROM-SIL 120 ODS-5, 3um, 125 x 2 mm, ST, Grom, Herrenberg.

e Micromass Quattro Il mit APCI und ESI lonenquelle; HPLC: HP 1100 System;
analytische HPLC-Saule: GROM-SIL 120 ODS-5, 3um, 125 x 2 mm, ST, Grom,

Herrenberg.

Infrarotspektrometrie (IR)

Infrarotspektren wurden mit einem Bruker Equinox 55 FTIR Spektrophotometer
aufgenommen. Flussige Substanzen wurden als Film mit NaCl-Platten und Feststoffe als

KBr-Prel3linge gemessen.

Hochleistungsfliussigkeitschromatographie (HPLC)

Fir HPLC-Trennungen wurde ein Gilson HPLC 321 System, Entgaser, UV-Detektor benutzt.

Fir semipraparative Trennungen konnte ein Fraktionssammler (Gilson 206) benutzt werden.

Fir HPL-Chromatographie wurden ausschlieBlich Lésungsmittel in HPLC-Qualitat

eingesetzt. Wasser wurde von einer Quarzdestillationsanlage entnommen.

Analytische Dunnschichtchromatographie (DC)

Zur analytischen Dinnschichtchromatographie wurden DC-Aluminiumfolien (Kieselgel 60
F2s4) der Firma Merck verwendet. Zur Detektion wurde die DC-Folie nach Anfarbung im

Tauchbad mit dem HeiRluftfon entwickelt.

Tauchbad: 2.5 g Molybdatophosphorsaure, 1 g Cer(IV)sulfat, 6 ml Schwefelsdure, 65 ml

Wasser.

Saulenchromatographie

Saulenchromatographie wurde an Kieselgel von ICN (Silica 32-60, 60 A) unter Druck (Flash-

Chromatographie) durchgefiihrt. Die Eluenten sind bei den jeweiligen Versuchen angegeben.

5.2 Synthese von Fettséduren
1-(Tetrahydropyran-2-yloxy)-dodec-2-in (13)

In einem Rundkolben mit KPG-Ruhrer werden 250 ml _
W
Ammoniak einkondensiert und durch Zugabe kleiner OTHP
Stlcke Lithiumdraht bei -78 °C getrocknet. Sobald die

blaue Farbe nicht mehr verschwindet, wird Eisen(lll)-nitrat (50 mg) zugegeben. Zu der nun

13

braunen Lésung wird Lithiumdraht (550 mg, 79 mmol) in Form kleiner, frisch geschnittener
Stlicke gegeben. Nach 45 Minuten ist die Amidbildung abgeschlossen, wobei sich eine

weildgraue Suspension bildet.
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Bei -78 °C wird anschliefend Propargyl-THP-Ether (10 g, 72 mmol) innerhalb von 15 min
zugetropft. Die Suspension wird weitere 30 min mechanisch gerihrt und Nonylbromid (15 g,
72 mmol) wird Uber einen Zeitraum von 20 min zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird Gber
Nacht auf Raumtemperatur erwadrmt, wobei der Ammoniak verdampft. Der Rickstand wird in
Wasser (150 ml) aufgenommen und mit Diethylether (3 x 75 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte werden mit Wasser (50 ml) gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet

und im Vakuum konzentriert.
Das Produkt wird ohne weitere Reinigung fir die nachste Reaktion verwendet.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben iiberein. ['°"]
Dodec-2-in-1-ol (14)

Das ungereinigte 1-(Tetrahydropyran-2-yloxy)-dodec-2-in _
NN NN oy

13 wird in Methanol (100 ml) gelést und mit einer »

Spatelspitze p-Toluensulfonsdure versetzt. Nach einer

Stunde Ruhren bei Raumtemperatur wird 1 ml Pyridin zugegeben und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Rlckstand wird in Wasser (50 ml) aufgenommen und mit
Diethylether (3 x 50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Durch Saulenchromatographie an
Kieselgel (Petrolether/Ether 4:1) wird der Alkohol 14 als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 7,8
g (54 % uber zwei Stufen)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben (iberein. #*"]

(2E)-[2,3-*H,]-Dodec-2-en-10l (15)

Innerhalb von 10 min wird bei 0 °C Dodec-2-in-1-ol 14 (7,6 D
g, 42 mmol) in abs. THF (25 ml) zu einer Suspension von WOH
Lithiumaluminiumdeuterid (2,1 g, 50 mmol) in abs. THF D

15
(100 ml) getropft. Das Reaktionsgemisch wird 2 h unter

Ruckfluss erhitzt und anschlieRend auf 0 °C gekuhlt. Vorsichtig werden D,O (2 ml) und DCI
(10 ml, 36 %ige LAsung in D,O) zugetropft. Danach wird so lange 2 N HCI zugegeben, bis
der Rlckstand gréRtenteils aufgeldst ist. Die resultierende milchige Suspension wird mit
Diethylether (3 x 100 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
(25 ml) gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Ausbeute:
7,4 g (95 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben Uberein. ['%]
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(2E)-[2,3-*H,]-Dodec-2-en-1-al (16)

Zu einer Lésung von (2E)-[2,3-?H,]-Dodec-2-en-1-ol (15) (7,4

g, 40 mmol) in Dichlormethan (90 ml) wird aktiviertes M/WO

Mangan(lV)-oxid (Aldrich) (40 g, 460 mmol) gegeben Das D
Reaktionsgemisch wird 1 h unter Verwendung eines Circulus 16

geruhrt. Dann wird eine weitere Portion aktiviertes Mangan(lV)-oxid (10 g, 115 mmol)
zugegeben. Nach insgesamt 2 h Reaktionszeit ist das Substrat vollstandig umgesetzt. Man
ldsst das Mangan(IV)-oxid absetzen, dekantiert den Uberstand ab und extrahiert den
Rickstand noch 3 x mit je 100 ml Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber eine Schicht Celite filtriert, Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum
konzentriert. Durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (Petrolether/Ether
4:1) wird (2E)-[2,3-?H,]-Dodec-2-en-1-al (16) als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 4,9 g (67

%)
Die spektroskopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben tberein. ['%]
(2E)-[2,3-*H,]-Dodec-2-enséure (17)

Innerhalb von 15 min wird bei Raumtemperatur eine D

Lésung aus Natriumchlorit (22 g, 243 mmol) und /\/\/\/\)\(COOH
Natriumdihydrogenphosphat (28,6 g, 238 mmol) in Wasser D

(160 ml) zu einer Lésung von (2E)-[2,3-2H,]-Dodec-2-en-1- 7

al (16) (4,9 g, 27 mmol) in tert.-Butanol (250 ml) und 1-Penten (50 ml) zugegeben. Die
Lésung wird 2 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend am Rotationsverdampfer
eingeengt. Der Rickstand wird in Wasser (100 ml) aufgenommen und mit Diethylether (3 x
100 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumhydroxid-Lésung
(3 x 100 ml, 1 M) ausgeschittelt. Die vereinigten basischen Extrakte werden mit 6 N
Salzsaure auf pH 2-3 angesduert und mit Diethylether (3 x 100 ml) extrahiert. Die
Etherextrakte werden Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Das
Produkt wird als farbloser Feststoff erhalten. Ausbeute: 4,9 g (92 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben iiberein. !
(2R,3R)-[2,3-*H,]-Dodecansiure (18)

Das Natriumsalz von (2E)-[2,3-°H,]-Dodec-2-enséure (17)

wird durch Lésen von (2E)-[2,3-°H,]-Dodec-2-ensaure (17) /\/\/\/\/'\/COOH

in einer aquimolaren Menge einer methanolischen NaOH- 18

Lésung und anschlieRendem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum gewonnen. Das

Natriumsalz (1,5 g, 7,3 mmol) wird in Kaliumphosphat-Puffer (75 ml, 0,1 M, pH 7) gel6st und
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in ein temperierbares Reaktionsgefall gegeben. Methylviologen (22 mg, 0,07 mmol) und
Tetracyclin (5 mg) werden zugegeben und die Lésung wird 1 h durch Einleiten von Helium
entgast. Die Heliumatmosphare wird durch Argon ersetzt und unter Vermeidung jeglichen
Luftzutritts werden ca. 5 g Bakterienfeuchtmasse von Clostridium tyrobutyricum (Stamm C.
La 1) zugegeben. Die Argonatmosphare wird durch Wasserstoff ersetzt, und das
Reaktionsgefal® wird mit einer wasserstoffgeflillten Blrette verbunden. Die
Reaktionsmischung wird auf 35 °C temperiert und langsam geschiittelt, wobei sich der Inhalt
nach kurzer Zeit tiefblau farbt. Nach 72 h ist kein weiterer Wasserstoffverbrauch mehr zu
beobachten, und das Reaktionsgemisch wird mit Schwefelsaure (10 %) angesauert. Mit Hilfe
eines kontinuierlichen Extraktors wird die wassrige Phase Uber Nacht mit Diethylether
extrahiert. Der organische Extrakt wird Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum
konzentriert. Durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Ether
(v:v, 1:2) wird das Produkt 18 als farbloser Feststoff erhalten. Ausbeute: 1,3 g (88 %)

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben tberein. !

(2R,3R)1,1,2,3-°H,]-Dodecanol (19)

Bei 0 °C wird tropfenweise (2R,3R)-[2,3-2H2]- D DD
Dodecanséure (18) (1,3 g, 6,4 mmol) in abs. THF (5 ml) zu MOH
einer Suspension von Lithiumaluminiumdeuterid (580 mg, D 19

13,8 mmol) in abs. THF (30 ml) gegeben. Die Suspension wird 4 h unter Ruckfluf} erhitzt und
anschliefiend auf 0 °C gekuhlt. Es werden tropfenweise Wasser (3 ml) und anschlielend
soviel halbkonzentrierte Salzsaure (6 N, 10-20 ml) zugegeben, bis sich der Niederschlag
nahezu aufgelost hat. Die wassrige Phase wird mit Diethylether (3 x 40 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte werden mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung (40 ml)
und ges. Kochsalz-Losung (40 ml) gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und im
Vakuum konzentriert. Durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit
Petrolether/Ether (v:v, 1:2) wird der Alkohol 19 als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 1,1 g (89
%)

'H-NMR (400 MHz, CDs0D): & (ppm) = 0.90 (3H, t, J == 7.1 Hz), 1.26-1.35 (17 H, m), 1.48
(1 H, br m); ®*C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.23, 22.82, 25.34 (t, J = = 19 Hz),
29.46, 29.48, 29.74 (2 C), 29.77, 29.80, 32. 05, 32.24 (t, J = = 19 Hz), 62.40 (quin, J = =22
Hz); HR-MS: C4,HxD4 gefunden: 172,2122 (M*™-H,0) berechnet: 172,2129; EI-MS m/z (%):
172 (M**-H,0, 16), 141 (17), 129 (18), 112 (15), 98 (40), 87 (51), 84 (58), 70 (82), 57 (100);
IR (cm™): 3320 (br), 2958, 2922, 2853, 2202, 2095, 1465, 1378, 1260, 1172, 1118, 969, 801.
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(2R,3R)-[1,1,2,3-H,]-Dodecyliodid (20)

Triphenylphosphin (1,5 g, 5,8 mmol) und Imidazol (390 mg, D DD
5,8 mmol) werden in Diethylether/Acetonitril (30 ml, v:v, 3:1)

E

gelost. Bei 0 °C wird Uber einen Zeitraum von 20 min lod

(1,5 g, 5,8 mmol) in kleinen Portionen zugegeben. Die 20
Suspension wird auf Raumtemperatur erwarmt, weitere 10 Minuten gerihrt und wieder auf 0
°C abgekihlt. Anschlieend wird der Alkohol 19 (1,0 g, 5,3 mmol) in Diethylether (5 ml) tber
einen Zeitraum von 10 min zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird auf Raumtemperatur
erwarmt und weitere 2 h gerihrt. Petrolether (30 ml) wird zugegeben, die obere Phase
abdekantiert und anschlieend Natriumhydrogencarbonat-Lésung (30 ml, 5 % in Wasser) zu
dem Ruckstand gegeben. Die wassrige Mischung wird mit Diethylether (3 x 20 ml) extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen werden im Vakuum konzentriert. Der resultierende
Ruckstand wird mit Pentan (2 x 30 ml) extrahiert und die vereinigten Pentanextrakte werden
im Vakuum konzentriert. Durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit

Petrolether wird das Produkt als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 1,2 g (76%)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) = 0.90 (3 H, t, J = = 6.9 Hz), 1.24-1.41 (17 H, m), 1.75
(1 H, d, J = = 8.6 Hz); *C-NMR (100 MHz, CD3;0OD): & (ppm) = 6.67 (quin, J = = 23 Hz),
14.45, 23.75, 29.51, 30.48, 30.55, 30.68, 30.75 (2 C), 30.93 (t, J = = 19 Hz), 31.13, 34.07 {(t,
J = =19 Hz); HR-MS: Cy,H,:D4l gefunden: 300,1254 (M**) berechnet: 300,1252; EI-MS m/z
(%): 300 (M*™*, 7), 173 (58), 158 (10), 127 (7), 117 (9),102 (12), 88 (32), 71 (52), 57 (100); IR
(cm™): 2957, 2922, 2852, 2156, 1465, 1437, 1377, 1310, 1288, 1261, 1191, 1119, 997, 966,
911, 743, 721, 694.

(6R,7R)-[5,5,6,7-2H4]-Hexadecanséure (22)

Unter Argonatmosphare wird in einem
Schlenkkolben CuCN (2,5 mg, 0,03 mmol) und /\/\/\/\/'\)K/\)k

lodbuttersaureisopropylester (1,28 g, 5 mmol)

Oum

22
vorgelegt und mit Diethylzink (2 ml, 20 mmol)

versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 5 h auf 50 °C erhitzt, wobei sich ein schwarzer
Niederschlag bildet. Anschlieliend werden das bei der Reaktion entstandene Ethyliodid und
das uberschussige Diethylzink im Vakuum entfernt (1,5 h, 50 °C, 0,01 mbar). Man gibt abs.
THF (3 ml) zu dem Rickstand und I&sst die Suspension solange stehen (ca. 1,5 h), bis sich

der Niederschlag abgesetzt hat.

Parallel wird eine Lésung von Me,Cu(CN) (MgCl,) hergestellt. Hierzu wird bei -30 °C
MeMgCl-Lsg. (1,66 ml, 3 M in THF) zu einer Suspension von CuCN (225 mg, 2,5 mmol) in
abs. THF/NMP (4 ml, v:v, 1:1) gegeben. Die dabei entstehende blassgelbe Lésung wird auf -
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50 °C abgekuhlt. Dann wird die Losung des Zinkorganyls innerhalb von 5 min zugegeben.
Die resultierende Losung wird auf Raumtemperatur erwarmt, weitere 3 min gerihrt und auf -
60 °C abgekiihlt. Man gibt abs. NMP (2,5 ml) und (2R,3R)-[1,1,2,3-?Hs]-Dodecyliodid (20)
(450 mg, 1,5 mmol) in abs. THF (1 ml) zu und Iasst die Reaktionslésung Uber Nacht auf
Raumtemperatur erwdrmen. Man fligt gesattigte NH,CI-Losung (10 ml) zu, rihrt fir 10 min
und filtriert dann Uber eine Schicht Celite. Die organische Phase wird abgetrennt und die
wassrige Phase wird mit Diethylether (3 x 25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Extrakte werden Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Ether (v:v, 9:1) wird der

Isopropylester von 22 als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 220 mg (48%)

Spektroskopisch Daten des Isopropylesters von 22:

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0,87 (3 H, t, J = = 6.8 Hz), 1.19-1.32 (26 H, m), 1.60 (2
H, quin. J = =75 Hz), 2.24 (2 H, t, J = = 7.5 Hz), 4.99 (1 H, sept, 6.2 Hz); "*C-NMR (125
MHz, CDCls): 8 (ppm) = 14.24, 21.99, 22.83, 25.16, 28.45 (quin., J = =18 Hz), 28.89 (t, J = =
19 Hz), 29.05, 29.17 (t, J = = 18 Hz), 29.51, 29.67, 29.80 (2 C), 29.84 (2 C), 32.07, 34.89,
67. 43, 173.59; HR-MS: C49H34D40, gefunden: M*™ 302,3122 berechnet: 302,3123; EI-MS
m/z (%): 302 (M*™, 14), 260 (88), 243 (37), 102 (100), 87 (15), 74 (21), 60 (52); IR (cm™):
3448, 2981, 2958, 2853, 2179, 2143, 2096, 1733, 1467, 1455, 1419, 1374, 1340, 1310,
1252, 1177, 1145, 1110, 967, 897, 824, 722.

Darstellung der freien Saure 22
(6R,7R)-[5,5,6,7-H4]-Hexadecansaureisopropylester (50 mg, 0,17 mmol) wird in 0,5 M
wassrig-methanolischer KOH (Methanol/Wasser, v:v, 90:10, 4 ml) gelést und 1 h auf 50 °C

erhitzt. Die Losung wird mit 2 N HCI auf pH 2-3 angesauert und mit Hexan (3 x 10 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden im Vakuum konzentriert. Durch
HPLC-Reinigung an einer RP18-Saule (Methanol:Wasser; Gradient: 90 % auf 100 %

Methanol innerhalb von 20 min) wird die Fettsdure 22 in Form farbloser Kristalle erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0,88 (3H, t, J = = 7,0 Hz), 1.19-1.35 (20H, m) 1.63
(2H, quin, J = = 7.7 Hz), 2.34 (2H, t, J = = 7.7 Hz); ®C-NMR (125 MHz, CDCls): & (ppm) =
14.26, 22.84, 24.80, 28.43 (quin, J = = 18 Hz), 28.86 (t, J = = 19 Hz), 29.00, 29.17 (t, J = =
19 Hz), 29.51, 29.68, 29.81 (2 C), 29.84 (2 C), 32.08, 34.21, 180.21; HR-MS: C4sH23D40,
gefunden: 260,26529 (M) berechnet: 260,26534; EI-MS m/z (%): 260 (M**, 100), 216 (15),
189 (10), 133 (27), 87 (26), 74 (52), 60 (63), 57 (82); IR (cm™): 2955, 2916, 2850, 2175,
2096, 1686, 1470, 1461, 1435, 1429, 1408, 1350, 1294, 1220, 1107, 943, 891, 760, 720,
706.
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[1,1-*H,]-Tridecan-1-ol (24)

Zu einer Suspension von Lithiumaluminiumdeuterid

OH
(1,0 g, 24 mmol, 98 % 2H) in abs. THF (50 ml) wird bei /\/\/M(

D D

0 °C eine Lésung von Tridecansauremethylester (10 g, 24

44 mmol) in abs. THF (20 ml) tGber einen Zeitraum von 10 min zugetropft. Die Mischung wird
1 h unter Rickflul3 erhitzt; anschlieRend auf 0 °C gekihlt und tropfenweise mit Wasser (10
ml) versetzt. Der halbfeste Rickstand wird mit 6 N HCI angesauert, bis eine milchige
Suspension resultiert. Es wird mit Diethylether (3 x 50 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lésung (50 ml) gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und im Vakuum konzentriert. Der Alkohol 24 wird als farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 8,4 g (95 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = = 7.1, CHs), 1.22-1.36 (20 H, m, 10 x
CH,), 1.38 (1 H, br s, OH), 1.54 (2 H, t, J = = 7.2, CH,C?H,); *C-NMR (100 MHz, CDCls): &
(ppm) = 14.24, 22.83, 25.84, 29.49, 29.59, 29.74, 29.76, 29.79, 29.80, 29.83, 32.06, 32.76,
62.46 (quin, J = = 21.5, C2H2); HR-MS: Ci3H,4D, gefunden: 184.2159 (M™ - H,0) berechnet:
184,2160; EI-MS m/z (%): 184 (M™ - H,0, 32) 156 (14), 112 (16), 97 (44), 84 (74), 70 (93),
57 (100); IR (cm™): 3305 (br), 2959, 2923, 2852, 1463, 1375, 1166, 1130, 1104, 1073, 962,
713.

[1,1-*H,]-1-lodtridecan (25)

Die Synthese von 25 erfolgte anolog zur Darstellung der |
Verbindung 20 mit Triphenylphosphin (13,11 g, 50 mmol), /\/\/\/\/\/?%
Imidazol (3,40 g, 50 mmol), lod (12,69 g, 50 mmol) in 200 2

ml Diethylether/Acetonitril (200 ml, v:v, 3:1) sowie [1,1-?H,]-Tridecan-1-ol (24) (7,4 g, 37

mmol) in Diethylether (10 ml). Ausbeute: 10,5 g (92 %); farbloses Ol.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 0.90 (3 H, t, J = = 6.8, CH3), 1.21-1.33 (18 H, m, 9 x
CH,), 1.38 (2 H, qui., J = = 7.1, C(3)H), 1.83 (2 H, t, J = = 7.4, CH,C?H,); *C-NMR (100
MHz, CDCls): & (ppm) = 7.08 (qui., J = = 22.9, C?H,), 14.25, 22.83, 28.71, 29.50, 29.57,
29.70, 29.77, 29.79, 29.81, 30.61, 32.07, 32,51; HR-MS: C;3H,sD,l gefunden: 312.1295 (M*)
berechnet: 312.1283; EI-MS m/z (%): 312 (M*™, 14), 185 (45), 87 (28), 85 (32), 73 (34); 71
(56), 59 (40), 57 (100); IR (cm™): 2955, 2930, 2853, 1466, 1377, 1124, 1107, 978, 887, 721.

[4,4-*H,]-Hexadec-2-in-1-ol (27)

Bei -78 °C wird Propargyl-THP-Ether (7,00 g, 50

mmol) innerhalb von 10 min zu einer mechanisch W/OH

D D
27
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gertuhrten Suspension von Lithiumamid (50 mmol) in 250 ml Ammoniak getropft. Die
Mischung wird 1 h bei -60 °C gerUhrt. Dann werden nacheinander abs. Dimethylsulfoxid (100
ml) und das lodid 25 (10 g, 32 mmol) Uber eine gekihlte Kanile langsam zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt, wobei der Ammoniak
verdampft. Der Rickstand wird in Wasser (250 ml) aufgenommen und mit Diethylether (3 x
200 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit Wasser (50 ml)
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (v:v, 9:1) wird
der THP-Ether von 27 als farblose Flussigkeit erhalten. Ausbeute: 7 g (67 %)

Spektroskopische Daten des THP-Ethers:

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0,87 (3 H, t, J = = 7.1, CH3), 1,16-1,89 (28H, m, 14 X
CH,), 3.48-3.56 (1H, m, CH,CH.H,0), 3.79-3.89 (1H, m, CH,CH.H,0), 4.19 (1H, d, J = =
15.2, CH,HyOTHP), 4.28 (1H, d, J = = 15.2, CH,H,OTHP), 4.75 (2H, t, J = = 3.6, CH,CHO,);
BC-NMR (100 MHz, CDCly): & (ppm) = 14.24 (CHs), 18.39 (quin, J = = 20.17, CD,), 19.30
(CHy), 22.83 (CHy), 25.56 (CHy), 28.57 (CHj), 28.97 (CHj), 29.29 (CH,), 29.49 (CH,), 29.68
(CHy), 29.77 (CHy), 29.79 (CH,), 29.80 (CH,), 29.82 (CH,), 30.47 (CH,), 32.06 (CH,), 54.78
(CH,OTHP), 62.13 (CH,CH,0), 75.90 (Caikynyl), 86.86 (Caiyny), 96.77 (CH,CHO,).

Die Abspaltung der THP-Schutzgruppe erfolgt analog zur Darstellung der Verbindung 14 mit
dem THP-Ethers von 27 (6.5 g, 20 mmol) in Methanol (50 ml) und p-Toluolsulfonsaure (200
mg, 1 mmol). Ausbeute: 4,5 g (94 %), farblose Kristalle

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = = 6.9, CHs), 1.21-1.40 (20 H, m, 10 x
CH,), 1.45-1.51 (2 H, m, CH,C?H,), 1.63 (2 H, br s, OH), 4.24 (2 H, s, CH,OH); *C-NMR
(100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.24, 18.30 (qui., J = = 18.4, C?H,), 22.83, 28.57, 28.97,
29.30, 29.50, 29.66, 29.77, 29.79, 29.80, 29.83, 32.06, 51.56, 78.44, 86.77; HR-MS:
C16Ho6D2 gefunden: 222.2316 (M*-H,0) berechnet: 222.2317; EI-MS m/z (%): 222 (M*-H,0,
4), 137 (33), 123 (45), 113 (67) 95 (77), 83 (100), 69 (91); IR (cm™): 3250 (br), 2954, 2914,
2852 1472, 1259, 1091, 1042, 1024, 10086, 798.

(2E)- [2,3,4,4-?H,]- Hexadec-2-en-1-ol (28)

Die Synthese von (2E)- [2,3,4,4-?H,]- Hexadec-2- D

en-1-ol (28) erfolgte analog zur Darstellung der /\/\/\/\/\/}8\/\0,_,
Verbindung 15 aus dem Alkohols 27 (4,5 g, 19 D '328 D
mmol) in abs. THF (20 ml) und

Lithiumaluminiumdeuterid (0,95 g, 22.5 mmol, 98 % ?H) in abs. THF (50 ml). Ausbeute: 4,1 g
(88 %), farbloser Feststoff.
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"H-NMR (400 MHz, CDCl): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = = 7.0, CH), 1.21-1.38 (22 H, m, 11 x
CH,), 4.08 (2 H, s, CH,OH); *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & (ppm) = 14.2, 22.84, 29.11,
29.29, 29.51, 29.66, 29.76, 29.81, 29.82, 29.83, 29.84, 31.44 (qui., J = = 19.4, C?H,), 32.08,
63.91, 128.59 (t, J = = 23.8, C?H), 133.25 (t, J = = 23.1, C?H); HR-MS: Ci6H,sD4 gefunden:
244.27045 (M*), berechnet: 244.27042; EI-MS m/z (%): 244 (M*, 9), 226 (14), 141 (8), 127
(13), 99 (45), 85 (63), 71 (55), 59 (100); IR (cm™"): 3298br, 2917, 2849, 1473, 1043, 1009,
713.

(2E)-[2,3,4,4-*H,]- Hexadec-2-en-1-al (29)

Die Darstellung von 29 erfolgte analog der D O

Synthese von 16 mit dem Alkohol 28 (3.67 g, /\/\/\/\/\WH

15 mmol) in Dichlormethan (50 ml) und DD Do
Mangan(lV)-oxid (15 g, 173 mmol) in 2 Portionen. Ausbeute: 2,87 g, 79 %, farblose

Flissigkeit.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) =0.90 (3 H, t, J = =7.1, CH3), 1.21-1.40 (20 H, m, 10 x
CH,), 1.51 (2 H, brt, J = = 7.0, C(5)H), 9.50 (1 H, s, CHO); "*C-NMR (100 MHz, CDCls): &
(ppm) = 14.22, 22.81, 27.81, 29.21, 29.47, 29.48, 29.63, 29.73, 29.77 (2 x CHy), 29.79, 31.96
(qui., J = = 19.4, C?H,), 32.04, 132.81 (t, J = = 24.6, C(2)), 158.49 (t, J = = 22.7, C(3)),
194.17 (CHO); HR-MS: C4gHsD, gefunden: 242.25461 (M™), berechnet: 242.25477; EI-MS
m/z (%): (M*, 25), 224 (16), 139 (22), 125 (36), 97 (51), 83 (67), 74 (100), 57 (92); IR (cm™):
2955, 2913, 2845, 1692, 1665, 1601, 1468, 1395, 1171, 723.

(2E)-[2,3,4,4-*H,]- Hexadec-2-ensaure (30)

Die Darstellung von 30 erfolgte analog zur D O

Synthese der Verbindung 17. Hierzu wurden /\/\/\/\/WMOH

eine Losung aus Natriumchlorit (6,2 g, 55 DD oD
mmol) und Natriumdihydrogenphosphat (8,0 g, %

67 mmol) in Wasser (50 ml) sowie eine Losung des Aldehyds 29 (1,81 g, 7.5 mmol) in tert.-
Butanol (70 ml) und 1-Penten (15 ml) eingesetzt. Ausbeute: 1,73 g (89 %), farbloser

Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = = 6.9, CHj), 1.19-1.36 (20 H, m, 10 x
CH,), 1.45 (2 H, m, CH,), 11.84 (1 H, br s, COOH); "*C-NMR (100 MHz, CDCly): & (ppm) =
14.24, 22.84, 27.86, 29.24, 29.51 29.53, 29.67, 29.77, 29.80, 29.81, 29.83, 31.58 (qui., J = =
18.5, C,H,), 32.08, 120.48 (t, J = = 24.6, C(2)), 152.14 (t, J = = 23.1, C(3)), 172,48 (COOH);
HR-MS: C1sH26D40, gefunden: 258.24952 (M*), berechnet: 258.24969; EI-MS m/z (%): 258
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(M*, 13), 240 (39), 197 (12), 130 (18), 116 (27), 102 (41), 98 (49), 84 (49), 70 (58), 57 (100);
IR (cm™): 2963, 2923, 2848, 2662, 2555, 1681, 1468, 1419, 1290, 1059, 931, 789, 718.

(2R,35)-[2,3,4,4-’H,]-Hexadecansiure (31)

Durch Zugabe einer aquimolaren Menge einer
methanolischen NaOH-Lésung zu der /\/\/\/\/\/>MOH
Carbonsaure und anschlieRendem Entfernen des b Dp

Loésungsmittels wird das Natriumsalz von 30

hergestellt.

Zur Reduktion des Natriumsalzes mit Hilfe der Enoatreduktase aus Clostridium tyrobutyricum
wurde wie bei der Synthese der Verbindung 18 verfahren. Hierbei wurden das Natriumsalz
von 30 (1 g, 3,9 mmol) in Kaliumphosphat-Puffer (50 ml, 0,1 M, pH 7), Methylviologen (15
mg, 0,05 mmol), Tetracyclin (3 mg) und 5 g Bakterienfeuchtmasse von Clostridium

tyrobutyricum (Stamm C. La 1) eingesetzt. Ausbeute: 0,75 g (81 %), farbloser Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = = 7.1, CH3), 1.21-1.37 (22 H, m, 12 x
CH,), 1.59 (1 H, d, J = = 8.4, CH,), 2.32 (1 H, d, J = = 8.4, CH,), 11.25 (1H, br s, COOH);"*C-
NMR (100 MHz, CDCly): § (ppm) = 14.27, 22.85, 24.21 (t, J = = 19.4, C(3)), 28.26 (qui., J = =
29.3, C?H,), 29.17, 19.52, 29.54, 29.76, 29.80, 29.81, 29.83, 29.84, 29.85, 32.09, 33.82 (t, J
= = 19.4, C(2)), 180.57 (COOH); HR-MS: C1sH.sD,O. gefunden: 260.26551 (M*), berechnet:
260.26534; EI-MS m/z (%): 260 (M*, 100), 214 (14), 133 (30), 119 (10), 74 (41), 57 (42); IR
(cm™): 2964, 2954, 2916, 2848, 1698, 1471, 1353, 1312, 1296, 1257, 1221, 940, 675.

Bestimmung der Enantiomerenreinheit: > *°

Zu einer Lésung von (2R,3S)-[2,3,4,4-°H,]-Hexadecansaure (32 mg, 0.12 mmol) und 4-Di-
methylaminopyridin (DMAP, 0,5 mg) in Dichlormethan (1 ml) werden bei -10 °C (S)-(+)-
Mandelsauremethylester (10 mg, 0,12 mmol) und Dicyclohexylcarbodiimid (25 mg, 0,12
mmol) gegeben. Die Mischung wird 4 h bei -10 °C geruhrt, Uber eine Schicht Celite filtriert
und dann im Vakuum konzentriert. Man nimmt den Ruickstand in Methylenchlorid (2 ml) auf,
filtriert erneut Uber eine Schicht Celite und entfernt das Ldsungsmittel im Vakuum. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (v:v, 9:1) wird

der Mandelsaurediester von 31 erhalten.

Das 'H-NMR-Spektrum in ds-Benzol wurde unter Einstrahlung auf das Proton bei 1,6 ppm
aufgenommen, um die Kopplung der beiden Protonen von C(2) und C(3) zu unterdriicken.
Das 'H-NMR Spektrum zeigt fiir das (2R)-Proton ein intensives Singulett bei 2.20 ppm und

ein schwaches Signal fir das (2S)-Proton bei 2.24 ppm. Aus dem Verhaltnis der
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Signalflachen wurde im Rahmen der Messgenauigkeit der Enantiomerenlberschuss zu ee

>97 % bestimmt.
(2R,3R)-[2,3-’H,]-Pentansiuremethylester (32)

(2R,3R)-[*H,]-Pentanséure? (2 g, 19 mmol) wird in Diethylether (5 ml) geldst D O

und mit einer Lésung von Diazomethan in Diethylether titriert, bis die o~

lw]] [N

Gelbfarbung nicht mehr verschwindet. Man lasst die Lésung 30 min bei 32
Raumtemperatur stehen und entfernt anschlieBend das Losungsmittel durch Destillation.
(2R,3R)-[2,3-*H,]-Pentansauremethylester (32) wird als farbloses Ol erhalten und wird ohne

weitere Reinigung fir die nachfolgende Synthese verwendet. Ausbeute: 2 g (88 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = 7.4 Hz), 1.29 (2 H, m), 1.54 (1 H, m),
2.24 (1 H, m), 3.60 (3 H, s); "*C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 13.69, 22.20, 26.66 (t, J
=19 Hz), 33.48 (t, J = 19 Hz), 51.41, 174.35; HR-MS: C¢H,D,0, gefunden: 118,0968 (M™ )
berechnet: 118,0963; EI-MS m/z (%): 118 (M™, 1), 89 (20), 87 (33), 75 (100), 59 (19); IR (cm’
'): 2959, 2933, 2904, 2875, 2164, 1744, 1436, 1338, 1247, 1198, 1174, 1077.

(2R,3R)-[1,1,2,3-2H,]-Pentanol (33)

Zu einer Suspension von Lithiumaluminiumdeuterid (0,43 g, 10 mmol, 98 %

D p D
H,) in abs. Diethylether (10 ml) wird eine Lésung von (2R,3R)-[2,3-?H,]- \/k_)<OH
Pentansduremethylester (2 g, 17 mmol) in abs. Diethylether (10 ml) bei 0 °C D 33

langsam getropft. Die Reaktionsmischung wird zwei Stunden bei

Raumtemperatur gerthrt. Anschlielend wird H,O (2 ml) vorsichtig zugetropft und dann 2 N
HCI (5 ml) zugegeben. Die resultierende Suspension wird mit Diethylether (3 x 10 ml)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wird Gber eine kurze Vigreuxkolonne destillativ entfernt und (2R,3R)-
[1,1,2,3-°H,]-Pentanol (33) als farblose Fliissigkeit erhalten. 33 wird ohne weitere Reinigung

in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt. Ausbeute: 1.1 g (71 %)

"H-NMR (400 MHz, CDCly): 8 (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = 7.2 Hz), 1.29 (2 H, m), 1.49 (1 H, m),
2.04 (1H, OH), *C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.13, 22.49, 27.48 (t, J = 19 Hz),
31.89 (t, J = 19 Hz), 62.35 (quin, J = 22 Hz); HR-MS: CsHeD, gefunden: 74,1030, (M**-H,0)
berechnet: 74,1034; EI-MS m/z (%): 74 (M**-H,0, 100), 59 (72), 58 (63), 57 (51), 56 (30); IR
(cm™): 3340 (br), 2959, 2920, 2874, 2201, 2160, 2093, 1463, 1378, 1289, 1260, 1235, 1172,
1155, 1113, 969, 904.

9 Die Fettsaure wurde von Michael Schéttler im Rahmen seiner Dissertation 1993 hergestellt.
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(2R,3R)-[1,1,2,3-?H,]-Pentyliodid (34)

Triphenylphosphin (3,9 g, 15 mmol) und Imidazol (1,0 g, 15 mmol) werden in
Diethylether/Acetonitril (60 ml, v:v, 3:1) geloést. Bei 0 °C wird Uber einen

O
Ol o
2/ O

Zeitraum von 20 min lod (3,8 g, 15 mmol) in 4 Portionen zugegeben. Die 2
Suspension wird auf Raumtemperatur erwarmt, weitere 10 min gerihrt und

wieder auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend wird (2R,3R)-[1,1,2,3-*H,]-Pentanol (33) (1.15 g,
12.5 mmol) UGber einen Zeitraum von 10 min zugetropft und das Reaktionsgemisch Uber
Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Es wird Uber Celite filtriert und die Reaktionslésung wird
im Vakuum zur Halfte eingeengt. Der Rickstand wird mit Pentan (3 x 50 ml) extrahiert.
Durch destillatives Entfernen des Losungsmittels uber eine Drehband-Kolonne wird (2R,3R)-

[1,1,2,3-2H,]-Pentyliodid als gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 1,5 g (59 %)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.90 (3 H, t, J = 7.2 Hz), 1.27-1.39 (3 H, m), 1.79 (1 H,
m); *C-NMR (100 MHz, CDCl3): § (ppm) = 6.93 (quin, J = 23 Hz), 14.00, 21.69, 29.84, 32.25
(t, J = 19 Hz), 32.74 (t, J = 19 Hz); HR-MS: CsH,D4l gefunden: M*, 202,0155 berechnet:
202,0157; EI-MS m/z (%): 202 (M*™, 55), 158 (18), 127 (38), 75 (100), 58 (13); IR (cm™):
2958, 2929, 2872, 2157, 1463, 1378, 1261, 1116, 1029, 990, 927, 864, 740.

(11R,12R)-[10,10,11,12->H,]-Tetradecansiure (37)

Wie bei der Darstellung der Verbindung 22 Do b

beschrieben, werden lodnonansauremethylester \/V\)Q/\/\/\/\COOH

(1,49 g, 5 mmol) mit Diethylzink (1,5 ml, 15 mmol)

(w]] [N

zum entsprechenden Zinkorganyl umgesetzt. i

Parallel wird eine Losung von Me,Cu(CN) (MgCl,) hergestellt. Hierzu wird bei 0 °C MeMgCl-
Lsg. (56 ml, 1M in THF) zu CuCN (225 mg, 2,5 mmol) gegeben. Die dabei entstehende
blassgelbe Lésung wird auf -50 °C gekihlt. Dann wird die THF-L6ésung des Zinkorganyls
innerhalb von 5 min zugegeben. Die Losung wird auf Raumtemperatur erwarmt, weitere 3
min geriihrt und auf -60 °C abgekiihlt. Man gibt abs. NMP (2,5 ml) und (2R,3R)-[1,1,2,3-*H,]-
Pentyliodid (34) (300 mg, 1,5 mmol) in abs. THF (1 ml) zu und lasst die Reaktionslosung
Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmen. Zur Aufarbeitung wird wie flr die Synthese von
22 beschrieben verfahren. Ausbeute: 200 mg (54 %), farbloses Ol.

Der Methylester 36 wird mit LiOH in THF/Wasser (v:v, 3:1) verseift und 36 in Form farbloser

Kristalle erhalten.
"H-NMR (400 MHz, CDCI3): 6 (ppm) =0.88 (3 H, t, J=7.4 Hz), 1.18-1.38 (16 H, m), 1.63 (2

H, quin, J = 7.5 Hz), 2.35 (2 H, t, J = 7.5 Hz); ®*C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 14.23,
2272, 24.84, 28.78 (t, J = 19 Hz), 28.82 (quin, J = 19 Hz), 29.21, 29.39, 29.58 (2 C), 29.74
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(2 C), 31.49 (t, J = 19 Hz), 34.16, 180.00; HR-MS des Methylesters: C4sH26D40, gefunden:
246.2497 (M™) berechnet: 246.2497; EI-MS des Methylesters m/z (%): 246 (M*, 14), 215
(14), 203 (24), 143 (34), 129 (10), 87 (92), 74 (100), 55 (12); IR (cm™): 2954, 2915, 2871,
2848, 2172, 1701, 1410, 1301, 1262, 1228, 1195, 941.

[1-*H;]-Undecyliodid (39)

Zu einer Suspension von Lithiumaluminiumdeuterid (1,26 g, 30 |
mmol, 98 % 2H) in abs. THF (100 ml) wird eine Lésung von /\/\/\/\/\D(
Undecanal (17g, 100 mmol) in abs. THF (40 ml) bei 0 °C 39

langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird eine Stunde unter RuUckfluss erhitzt.
AnschlieRend wird H,O (10 ml) vorsichtig zugetropft und dann solange 1 N HCI (ca. 40 ml)
zugegeben, bis sich der gebildete Niederschlag fast aufgeldst hat. Es wird mit Diethylether (3
x 75 ml) extrahiert; die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaHCO;-Losung
(50 ml) gewaschen, (iber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. [1-°H]-
Undecanol wird als farbloser Feststoff erhalten und kann ohne weitere Reinigung in der

nachfolgenden Reaktion eingesetzt werden. Ausbeute: 16 g (93 %)

Spektroskopische Daten von [1-°H,]-Undecanol:

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.19-1.39 (16 H, m), 1.56 (2
H, q, J = 7.0 Hz), 3.62 (1 H, tt, J = 6.6, 1.4 Hz); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.27,
22.83, 25.86, 29.49, 29.59, 29.75, 29.77, 32.06, 32.86, 62.89 (t, J = 21 Hz); HR-MS: C4;H,:D
gefunden: 155.1788 (M**-H,0) berechnet: 155.1784; EI-MS m/z (%): 155 (M**-H,0, 26 %),
126 (13), 112 (17), 98 (38), 97 (37), 84 (70), 83 (54), 70 (100), 69 (78), 56 (81), 55 (70); IR
(cm™): 3360 (br), 2959, 2934, 2920, 2852, 2148, 1466, 1379, 1351, 1301, 1122, 1067, 908,
735.

Umsetzung zum lodid 39:

Die Synthese von 39 erfolgte anolog zur Darstellung der Verbindung 20 mit
Triphenylphosphin (27 g, 102 mmol), Imidazol (6,9 g, 102 mmol) und lod (26 g, 102 mmol) in
Diethylether/Acetonitril (400 ml, v:v, 3:1) sowie [1-?°H]-Undecanol (16 g, 92 mmol). Ausbeute:
22 g (84 %)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): § (ppm) = 0.90 (3H, t, J = 6.9 Hz), 1.23-1.47 (16 H, m), 1.79 (2
H, q, 7.3 Hz), 3.21 (1H, m); *C-NMR (100 MHz, CD;0D): & (ppm) = 6.91 (t, J = 23 Hz, CD,),
14.46, 23.74, 29.63, 30.47, 30.58, 30.68, 30.71, 31.46, 33.07, 34.65; HR-MS: Ci;HyDI
gefunden: 283,0903 (M**) berechnet: 283,0907; EI-MS m/z (%): 283 (M**, 15), 156 (27), 128
(20), 114 (5), 100 (12), 86 (33), 71 (71), 57 (100); IR (cm™): 2959, 2917, 2850, 1466, 1378,
1061, 725.
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[5,5-°H,]-5-Hydroxypentansiureisopropylester (44)

Bei 0 °C wird in 10 min Superdeuterid (30 ml, 1M in THF) zu einer o -
Lésung von Valeriansauremonomethylester (1,5 g, 10 mmol) in OJ\/\)(OH
abs. THF (75 ml) getropft. Die Lésung wird flr weitere 60 min bei 0 44

°C geruhrt und anschlieldend tropfenweise mit isopropanolischer HCI (dargestellt aus 18 ml
Isopropanol und 2 g Acetylchlorid) versetzt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand wird in Diethylether (100 ml) aufgenommen. Die etherische
Phase wird abgetrennt, Gber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Das
Produkt wird als blassgelbes Ol erhalten und wird ohne weitere Reinigung in der nachsten

Reaktion eingesetzt.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.23 (6H, d, J = 6.2 Hz), 1.71 (3H, m, CH,, OH), 2.31
(2H, t, J = 7.2 Hz), 5.00 (1H, sept, J = 6.2 Hz); *C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 21.17,
21.98, 32.01, 34.40, 61.68 (quin, J = 22 Hz), 67.75, 173.46; HR-MS: CsHsD.O, gefunden:
102,0656 (M**-60) berechnet: 102,0650; EI-MS m/z (%): 102 (M**-60, 47), 70 (20), 58 (100),
57 (18); IR (cm™): 2982, 2937, 2870, 2202, 2104, 1730, 1375, 1257, 1176, 1108, 1055, 966,
819, 736.

[5,5-°H,]-5-lodpentansiureisopropylester (40)

Die Synthese des lodids 40 erfolgte anolog zur Darstellung der

Verbindung 20 mit Triphenylphosphin (3,14 g, 12 mmol), Imidazol )\ w
(0,82 g, 12 mmol) und lod (3,05 g, 12 mmol) in Acetonitril/Ether (50 o :
ml, v:v, 3:1), sowie [5,5-*°H,]-5-Hydroxypentanséureisopropylester (44)
(1,6 g, 10 mmol). Ausbeute: 1,9 g (71 % Uber zwei Stufen), farbloses Ol.

40

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.23(6H, d, J = 6.2 Hz), 1.72 (2H, quin, J = 7.4 Hz),
1.84 (2H, brt, J = 7.6 Hz), 2.29 (2H, t, J = 7.4 Hz), 5.00 (1H, sept, J = 6.2 Hz); *C-NMR (125
MHz, CDCls): 6 (ppm) = 5.72 (quin, J = 23 Hz), 22.00, 25.94, 32.66, 33.61, 67.82, 172.76;
HR-MS: CsHeD,Ol gefunden: M* 212.97447 berechnet: 212.97454; EI-MS m/z (%): 213
(M*, 37), 185 (18), 128 (17), 103 (100), 85 (17), 57 (51), 43 (83); IR (cm™): 2980, 2961,
2916, 2849, 1732, 1463, 1449, 1374, 1255, 1165, 1146, 1108, 986, 933, 891, 823.

rac-[5,5,6-’H;]-Hexadecansiure (38)

Wie bei der Darstellung der Verbindung 22 D. D 0
beschrieben, werden [5,5-2H,]- WOH
lodpentansaureisopropylester (1,36 g, 5 mmol) mit 38

Diethylzink (2 ml, 20 mmol) zum entsprechenden Zinkorganyl umgesetzt.
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In der Zwischenzeit wird eine Lésung von Me,Cu(CN) (MgCl,) hergestellt. Hierzu wird bei 0
°C MeMgCl-Lsg. (56 ml, 1M in THF) zu CuCN (225 mg, 2,5 mmol) gegeben. Die dabei
entstehende blassgelbe Ldsung wird auf -50 °C gekihlt. Dann wird die THF-Lésung des
Zinkorganyls innerhalb von 5 min zugegeben. Die Lésung wird auf Raumtemperatur
erwarmt, weitere 3 min gerthrt und auf -60 °C abgekihlt. Man gibt abs. NMP (2,5 ml) und [1-
2H,]-Undecyliodid (39) (1,42 g, 5 mmol) in abs. THF (1 ml) zu und l4sst die Reaktionslésung
Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmen. Zur Aufarbeitung wird wie fir die Synthese von
22 beschrieben verfahren. Ausbeute: 450 mg (60 %), farbloses Ol.

Spektroskopische Daten des Isopropylesters von 38:

HR-MS: C49H35D30, gefunden: 301.30597 (M™), berechnet: 301.30601; EI-MS m/z (%): 301
(M™, 8), 259 (96), 242 (42), 215 (7), 132 (15), 102 (100), 60 (54), 43 (73).

Darstellung der freien Saure 38:

Wie fir die Synthese der Verbindung 22 beschrieben wird rac-[5,5,6-°Hs]-
Hexadecansaureisopropylester (46) mit 0,5 M methanolischer KOH verseift und mittels RP-
HPLC gereinigt.

"H-NMR (400 MHz, CDCly): § (ppm) = 0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz), 1.20-1.35 (21H, m), 1.63 (2H,
quin, J = 7.5 Hz), 2.34 (2 H, t, J = 7.5 Hz); ®*C-NMR (125 MHz, CDCl,): & (ppm) = 14.25,
22.84, 24.80, 28.46 (quin, J = 18 Hz), 28.96 (t, J = 19 Hz), 28.99, 29.51, 29.59, 29.77, 29.80,
20.82, 29.83, 29.85, 32.08, 34.16, 179.88; EI-MS m/z (%): 259 (M-H**, 100), 215 (16), 132
(35), 74 (50), 60 (65), 57 (63), 43 (70); HR-MS: CigHDs0, gefunden: 259.25913 (M*)
berechnet: 259.25906; IR (cm™): 2954, 2915, 2848, 2173, 2141, 2094, 1701, 1470, 1460,
1430, 1409, 1294, 1220, 1111, 943, 891, 718.

[1-*H,]-Decanol (47)

Die Darstellung von 47 erfolgte analog der Synthese der D
Verbindung 39 durch Reduktion von Decanal (15,6 g, 100 /\/\/\/\)\OH
mmol) in abs THF (40 ml) mit Lithiumaluminiumdeuterid 47

(1,26 g, 30 mmol, 98 % °H,) in abs. THF (100 ml). Ausbeute: 15,1 g (95 %), farbloser
Fetstoff.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = 7.1 Hz), 1.20-1.37 (14 H, m), 1.54 (2
H, g, J=7.4 Hz), 1,82 (s, 1H), 3.60 (1 H, t, J = 6.6 Hz); *C-NMR (125 MHz, CDCl3): & (ppm)
=14.21, 22.80, 25.86, 29.45, 29.57, 29.69, 29.75, 32.02, 32.80, 62.78 (t, J = 22 Hz); HR-MS:
C1oH19D gefunden: 141.1621 (M*-H,0) berechnet: 141.1628; EI-MS m/z (%): 141 (M™*-H,0,
8), 112 (51), 98 (50), 84 (82), 70 (100), 56 (98); IR (cm™): 3370 (br), 2958, 2924, 2853, 2149,
1466, 1378, 1135, 1066, 942, 722.
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[1-*H,]-Decyliodid (48)

Die Synthese des lodids 48 erfolgte anolog zur Darstellung der D
Verbindung 20 mit Triphenylphosphin (21 g, 79 mmol), Imidazol /\/\/\/\)\l
54 g, 79 mmol) und lod (20 g, 79 mmol) in 48

Diethylether/Acetonitril (300 ml, v:v, 3:1), sowie dem Alkohol 47 (11 g, 72 mmol). Ausbeute:
16,8 g (87 %), farbloses Ol.

"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 7.0 Hz), 1.18-1.45 (14 H, m), 1.81 (2
H, q, J = 7.3 Hz), 3.17 (1 H, t, J = 7.1 Hz); 3C-NMR (100 MHz, CDCly): § (ppm) = 7.38 (t, J =
23 Hz), 14.26, 22.83, 28.70, 29.43, 29.58, 29.66, 30.63, 32.03, 33.62; HR-MS: CioHoDI
gefunden: 269,0742 (M*) berechnet: 269,0751; EI-MS m/z (%): 269 (M*, 3%), 156 (25), 142
(18), 127 (13), 100 (16), 86 (72), 85 (45), 72 (55), 71 (47), 58 (66), 57 (100), 55 (42); IR (cm’
"): 2957, 2922, 2852, 1465, 1377, 1124, 1101, 721.

[3-°H,]-Dodecansiure-tert-butylester (49)

Zu einer Losung von Essigsaure-tert-butylester (2,3 g, 20 mmol) in D o

abs. THF (40 ml) wird bei -78 °C eine Loésung von 09H1g)\/u\o>< 40
Lithiumdiisopropylamid (10 ml, 20 mmol, 2M in THF) getropft. Die

Losung wird weitere 15 min geruhrt und Dodecyliodid (2,7 g, 10 mmol) in abs. THF (10 ml)
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 45 min bei -78 °C geruhrt, anschlieRend Uber einen
Zeitraum von 6 h auf -20 °C und schlief3lich tGiber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. Man
sauert mit Salzsaure (1N in Wasser) an und extrahiert mit Diethylether (3 x 50 ml). Die
vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaHCOs-Lésung (40 ml) gewaschen, Uber
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Durch saulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Ether (v:v, 9:1) wird das Produkt als blassgelbes Ol
erhalten. Ausbeute: 1,75 g (68 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.21-1.33 (17 H, m), 1.44 (9
H,s), 2.19 (2 H, d, J = 7.3 Hz); "®*C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.26, 22.83, 24.91 (t,
J =23 Hz), 28.27, 29.15, 29.43, 29.48, 29.64, 29.75 (2 C), 32.06, 35.71, 80.02, 173.54; HR-
MS: Cy,H24DO, gefunden: 202.1915 (M*-55), berechnet: 202.1917; EI-MS m/z (%): 202
(M*™*-55, 77 %), 184 (52), 157 (5), 141 (7), 130 (7), 98 (8), 71 (13), 57 (100); IR (cm™): 2959,
2924, 2854, 2152, 1734, 1456, 1392, 1367, 1259, 1211, 1151, 969, 848, 805, 740.

[1,1,3-?Hs]-Dodecanol (50)

Die Synthese von [1,1,3-Hs]-Dodecanol (50) erfolgte D b b
analog zur Darstellung der Verbindung 24 durch /\/\/\/\)\)<0H

50
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Reduktion von [3-?H]-Dodecansaure-tert-butylester (49) (1,6 g, 6,2 mmol) in abs. THF (5 ml)
mit Lithiumaluminiumdeuterid (170 mg, 4 mmol, 98 % 2H) in abs. THF (10 ml). Ausbeute: 970
mg (82 %), farbloses Ol.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.8 Hz), 1.20-1.36 (17 H, m), 1.54, (2
H, br d, J = 5.5 Hz); ®*C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.27, 22.84, 25.44 (t, J = 19
Hz), 29.50 (2 C), 29.75 (2 C), 29.78, 29.81, 32.07, 32.67, 62.50 (quin, J = 22 Hz); HR-MS:
C12H21D3 gefunden: 171.2069 (M*™-H,0) berechnet: 171.2066; EI-MS m/z (%): 171 (M™*-H,0,
2), 141 (9), 113 (17), 100 (27), 98 (45), 86 (46), 84 (69), 70 (100), 57 (83); IR (cm™): 3330
(br), 2958, 2923, 2853, 2201, 2134, 2088, 1466, 1378, 1149, 1260, 1149, 967, 800.

[1,1,3-?H;]-Dodecyliodid (51)

Die Synthese von [1,1,3-?H;]-Dodecyliodid (51) erfolgte
D p D

anolog zur Darstellung der Verbindung 20 mit /\/\/\/\)\)<
[

Triphenylphosphin (1,3 g, 5,1 mmol), Imidazol (0,35 g, 5,1
mmol) und lod (1,3 g, 5,1 mmol) in Diethylether/Acetonitril >
(20 ml, v:v, 3:1), sowie dem Alkohol 50 (800 mg, 4,2 mmol) in Diethylether (2 ml). Ausbeute:

1,0 g (79 %), farbloses Ol.

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) = 0,90 (3 H, t, J = 7,0 Hz), 1.24-1.37 (17 H, m), 1.77 (2
H, br d, J = 6.8 Hz); *C-NMR (100 MHz, CD;0D): & (ppm) = 6.80 (quin, J = 23 Hz), 14.45,
23.74, 29.52, 30.47, 30.54, 30.66, 30.74 (2 C), 31.01 (t, J = 19 Hz), 33.07, 34.42; HR-MS:
Ci12H22D3l gefunden: 299.1186 (M**) berechnet: 299.1189; EI-MS m/z (%): 299 (M*, 1), 172
(17), 157 (20), 127 (13), 116 (8), 102 (10), 88 (22), 71 (49), 57 (100); IR (cm™): 3000, 2957,
2852, 2152, 1464, 1434, 1109, 1089, 1027, 998, 981, 742, 697.

rac-[5,5,7-°H;]-Hexadecansiure (53)

Wie bei der Darstellung der Verbindung 22 beschrieben, werden . o

D
lodbuttersaureisopropylester (1,28 g, 5 mmol) mit Diethylzink (1 PO .
CoHig OH

ml, 10 mmol) zum entsprechenden Zinkorganyl umgesetzt.
53

In der Zwischenzeit wird eine Lésung von Me,Cu(CN) (MgCl,) hergestellt. Hierzu wird bei 0
°C MeMgCl-Lsg. (5 ml, 1M in THF) zu CuCN (225 mg, 2,5 mmol) gegeben. Die dabei
entstehende blassgelbe Ldsung wird auf -50 °C gekihlt. Dann wird die THF-Lésung des
Zinkorganyls innerhalb von 5 min zugegeben. Die Lésung wird auf Raumtemperatur
erwarmt, weitere 3 min gerthrt und auf -60 °C abgekihlt. Man gibt abs. NMP (2,5 ml) und
[1,1,3-?H;]-Dodecyliodid (51) (450 mg, 1,5 mmol) in abs. THF (1 ml) zu und lasst die
Reaktionsldsung tber Nacht auf Raumtemperatur erwarmen. Zur Aufarbeitung wird wie fir

die Synthese von 22 beschrieben verfahren. Ausbeute: 260 mg (57 %), farbloses Ol
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Spektroskopische Daten des Isopropylesters von 53:

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 7.0 Hz), 1.18-1.35 (27 H, m), 1.60 (2
H, quin, J = 7.5 Hz), 2.24 (2 H, t, J = 7.5 Hz), 5.00 (1H, sept, J = 6.2 Hz); "*C-NMR (125
MHz, CDCl;): 6 (ppm) = 14.23, 21.98 (2 C), 22.82, 25.14, 28.55 (quin, J = 19 Hz), 29.07,
29.26 (t, J = 19 Hz), 29.30, 29.50, 29.69, 29.79, 29.83 (2 C), 32.06, 34.88, 67.40, 173.54;
HR-MS: C49H3sD30, gefunden: 301,3061 (M™) berechnet: 301,3060; EI-MS m/z (%): 301
(M**, 10), 259 (100), 242 (40), 216 (7), 132 (13), 102 (90), 85 (13), 71 (19), 60 (54); IR (cm™):
2980, 2958, 2923, 2853, 2179, 2135, 2098, 1735, 1466, 1374, 1253, 1177, 1145, 968, 896,
824.

Der Isopropylester von 53 wurde wie fir die Synthese der Verbindung 22 beschrieben mit

methanolischer KOH zur Fettsaure 53 verseift und mittels RP-HPLC gereinigt.

"H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.18-1.39 (21 H, m), 1.63 (2
H, quin, J = 7.5 Hz), 2.35 (2 H, t, J = 7.5 Hz); *C-NMR (125 MHz, CDCl3): & (ppm) = 14.27,
22.85, 24.78, 28.53 (quin, J = 18 Hz), 29.01, 29.27 (t, J = 19 Hz), 29.28, 29.52, 29.70, 29.80,
29.81, 29.84, 29.85, 32.08, 34.24, 180.41; HR-MS: CisHxsD30, gefunden: 259,2590 (M*),
berechnet: 259,2591; EI-MS m/z (%): 259 (M*, 100), 216 (16), 188 (9), 157 (6), 132 (30),
100 (11), 85 (15), 73 (43), 60 (43), 57 (36); IR (cm™): 2954, 2915, 2848, 2171, 2132, 2090,
1701, 1462, 1369, 1295, 1220, 1103, 941, 891, 717.

[3-°H,]-Hexansiuremethylester (55)

Bei 0 °C werden CuCl (1 g, 10 mmol), Tetrabutylammoniumfluorid (5 ml, D o
1 M Lésung in THF) und Triphenylphosphin (2,62 g, 10 mmol) in abs. /\)\/U\O/
Dimethylacetamid (200 ml) gelést und 10 min geriihrt. Dann wird 55

PhSiMe,D (8.2 g, 6 mmol) Uber einen Zeitraum von 5 min zugegeben und die Mischung wird
weitere 30 min geruhrt. AnschlieRend wird Hex-2-ensduremethylester (6,4 g, 50 mmol)
zugetropft, das Kaltebad entfernt und die Mischung weitere 3 h bei Raumtemperatur geruhrt.
Zur Aufarbeitung gief3t man die Reaktionslésung auf 1 N HCI (200 ml) und extrahiert mit
Diethylether (3 x 200 ml). Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natrumsulfat
getrocknet und im Vakuum konzentriert. Durch sdulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (v:v, 9:1) wird das Produkt als farblose Flissigkeit
erhalten. Ausbeute: 4.19 g (64 %)

'"H-NMR (400 MHz, CDCl): § (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 7.2 Hz), 1.23-1.37 (4 H, m), 1.59 (1 H,
m), 2.28 (2 H, d, J = 7.6 Hz), 3.65 (3 H, s); *C-NMR (125 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 14.05,
22.44,24.44 (t, J = 19 Hz), 31.37, 34.15, 51.58, 174.51; IR (cm™): 2957, 2930, 2875, 2859,
2163, 1745, 1465, 1436, 1380, 1270, 1194, 1172, 1021, 978, 923, 785, 737; HR-MS:
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C7H13D,0, gefunden: 131.1057 (M**) berechnet: 131.1057; EI-MS m/z (%): 131 (M*, 2), 100
(43), 88 (60), 74 (100), 59 (14).

[1,1-’H,]-lodnonan (58)

Die Synthese von [1,1-?H;]-lodnonan (58) erfolgte anolog zur /\/MI
Darstellung der Verbindung 20 mit Triphenylphosphin (14.41 g, 55 DD

mmol), Imidazol (3,74 g, 55 mmol) und lod (14 g, 55 mmol) in 58
Diethylether/Acetonitril (240 ml, v:v, 3:1) sowie [1,1-2H2]-Nonan-1-ol (7,3 g, 50 mmol).
Ausbeute: 12,2 g (95 %), farbloses Ol.

"H-NMR (400 MHz, CD30D): 5 (ppm) = 0.91 (3 H, t, J = 7.0 Hz), 1.23-1.45 (12 H, m), 1.79 (2
H, t, J = 7.3 Hz); ®*C-NMR (100 MHz, CD;OD): & (ppm) = 6.81 (quin, J = 23 Hz), 14.43,
23.72, 29.64, 30.36, 30.55, 31.43, 33.01, 34.53; HR-MS: CgH:;D.| gefunden: 256,0652 (M*")
berechnet: 256,0657; EI-MS m/z (%): 256 (M™, 8), 157 (28), 129 (28), 87 (73), 73 (100), 71
(80), 59 (55), 57 (88), 55 (49), 45 (33); IR (cm™): 2957, 2942, 2852, 2153, 1464, 1377, 1340,
1121, 1105, 974, 886, 741, 720.

[8,8-’H,]-Hexadec-6-insiure (60)

Zu einer Lithiumamidsuspension (40 mmol) in 300 ml COOH
flissigem Ammoniak werden bei -60 °C nacheinander Hept- C7H15/>/\/\/
6-insaure (2 g, 16 mmol) und abs. THF (30 ml) gegeben und DD 60

1 h (KPG-Riihrer) geriihrt. Dann wird [1,1-?H,]-lodnonan (5,12 g, 20 mmol) in abs. THF (15
ml) innerhalb von 10 min zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird U(ber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt, wobei der Ammoniak verdampft. Der Rickstand wird in Eiswasser
(200 ml) aufgenommen, mit 6 N HCI auf pH 3 angesauert und mit Diethylether (3 x 100 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden Uber Natriumsulfat getrocknet und
im Vakuum konzentriert. Durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit
Petrolether/Diethylether (v:v, 1:2) wird das Produkt als farbloser Feststoff erhalten. Ausbeute:
2,59 (62 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0,88 (3 H, t, J = 7.1 Hz), 1.21-1.40 (14 H, m), 1.45 (2
H, m), 1.54 (2 H, m), 1.74 (2 H, m), 2.18 (2 H, t, J = 6.9 Hz), 2.38 (2 H, t, 7.4 Hz); *C-NMR
(100 MHz, CDCl): & (ppm) = 14.23, 18.29 (quin, J = 20 Hz), 18.58, 22.82, 23.95, 28.54,
28.97, 29.06, 29.31, 29.43, 29.65, 32.03, 33.73, 79.43, 80.97, 180.13; HR-MS (des
Methylesters): C47H2sD,0, gefunden: 268,2369 (M™) berechnet: 268,2371; EI-MS (des
Methylesters) m/z (%): 268 (M™, 1), 156 (40), 124 (21), 96 (65), 82 (100), 69 (14), 55 (15); IR
(cm™): 3105 (br), 2962, 2912, 2870, 2847, 2109, 2085, 1685, 1469, 1450, 1430, 1406, 1369,
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1346, 1322, 1310, 12280, 1264, 1245, 1206, 1178, 1138, 1077, 1033, 1008, 948, 916, 865,
751, 730, 679.

Hexadec-6-insaure

Zu einer Lithiumamidlésung (400 mmol) in 500 ml 0

flissigem Ammoniak wird bei -78 °C Undec-1-in Ho%
(25 g, 164 mmol) in THF (20 ml) innerhalb von 10

min gegeben und 45 min mechanisch gerihrt. Dann wird 5-Bromvaleriansaure (29.69 g, 164
mmol) in abs. THF (20 ml) innerhalb von 10 min zugetropft und abs. THF (50 ml) wird Uber
eine vorgekihlte Kanille zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt, wobei der Ammoniak verdampft. Zur Aufarbeitung wird wie fur die

Synthese von 60 beschrieben verfahren. Ausbeute: 23 g (54 %), farbloser Feststoff.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.17-1.41 (12 H, m), 1.46 (2
H,q,J=7.4Hz), 1.54 (2 H, quin, J =7.2 Hz), 1.74 (2 H, quin, J =7.8 Hz), 2.12 (2 H, m), 2.18
(2 H, m), 2.38 (2 H, m); ®*C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.24, 18.60, 18.89, 22.83,
23.97, 28.56, 29.04, 29.27, 29.31, 29.44, 29.66, 32.03, 33.66, 79.43, 81.03, 179.70; HR-MS
(des Methylesters): C47H3,0, gefunden: 266,2256 (M™) berechnet: 266,2246; EI-MS (des
Methylesters) m/z (%): 266 (M™, 1), 154 (81), 124 (40), 94 (91), 80 (100), 67 (42), 55 (22); IR
(cm™): 2963, 2956, 2914, 2847, 1689, 1469, 1311, 1263, 1206, 900, 730.

(E)-[8,8-?H,]-Hexadec-6-ensiure (61)

[8,8-°H.]-Hexadec-6-insaure 60 (100 mg, 0,4 mmol) wird in

C/H WCOOH
. ) L Hig
abs. Diethylether (5 ml) geldst und in einen Autoklaven (50 g b o

ml Inhalt) gegeben. Die Lésung wird auf -30 °C gekulhlt und

eine Lésung von Natrium (350 mg, 15 mmol) in flissigem Ammoniak (15 ml) zugegeben. Der
Autoklav wird verschlossen und die Reaktionsmischung wird 36 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wird der Autoklav auf -30 °C gekuhlt, gedffnet und der Inhalt in ein Becherglas
gegeben. Man lasst den Ammoniak verdampfen, nimmt den Riickstand in Eiswasser auf und
sauert mit 6 N HCI an. Die wassrige Losung wird mit Diethylether (3 x 10 ml) extrahiert, die
vereinigten organischen Extrakte werden Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum
konzentriert. Ausbeute: 90 mg, (89 %)

Mittels HPLC an einer semipraparativen RP18-Saule (Methanol/Wasser, Gradient: 90 %
nach 100 % Methanol innerhalb von 20 min) wird das Produkt als farbloser Feststoff

erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCly): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.8 Hz), 1.18-1.35 (14 H, m), 1.40 (2
H, quin, J = 7.5 Hz), 1.64 (2 H, quin, J = 7.6 Hz), 2.00 (2 H, dt, J = 5.5, 7.2 Hz), 2.35 (2 H, t, J
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= 7.5 Hz), 5.31-5.44 (2 H, m); ®*C-NMR (100 MHz, CDCl5): & (ppm) = 14.27, 22.83, 24.28,
29.10, 29.27, 29.49, 29.57, 29.68, 29.74, 32.06, 32.29, 33.99, 129.61, 131.15, 179.84; HR-
MS (des Methylesters): C4,H3,D.0, gefunden: 270,2525 (M™) berechnet: 270,2528; EI-MS
m/z (%): 270 (M™, 8), 238 (47), 196 (40), 154 (25), 139 (16), 125 (27), 111 (30), 97 (92), 84
(87), 74 (100), 69 (42), 55 (42); IR (cm™): 2956, 2927, 2850, 2176, 1711, 1437, 1325, 1303,
1252, 1203, 1104, 1089, 965, 897, 879, 718.

(E)-Hexadec-6-ensaure (139)

Die Darstellung von 139 erfolgte aus Hexadec- 0

6-insdure (100 mg, 0,4 mmo) analog zur HOJ\/\/\/\/\/\/\/\
Synthese von (E)-[8,8-?H,]-Hexadec-6-ensaure (61). Ausbeute: 90 mg (90 %).

"H-NMR (500 MHz, CDCly):  (ppm) = 0.89 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.21-1.49 (16 H, m), 1.57 (2
H, quin, J = 7.5 Hz), 1.93-2.06 (4H, m), 2.35 (2 H, t, J = 7.4 Hz), 5.31-5.48 (2 H, m); *C-NMR
(125 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.22, 22.83, 24.33, 29.16, 29.34, 29.49, 29.68, 29.76, 29.77,
32.07, 32.27, 32.72, 34.01, 129.60, 131.26, 179.72; HR-MS (des Methylesters): C17H3,0,
gefunden: 268,2400 (M**) berechnet: 268,2402; EI-MS m/z (%): 268 (M**, 12), 236 (55), 194
(50), 152 (38), 123 (36), 110 (40), 97 (62), 74 (100), 69 (48), 55 (70); IR (cm™"): 2963, 2930,
2848, 1712, 1469, 1303, 1274, 1254, 1203, 1113, 1068, 964, 944, 900, 717.

(62)-[8,8-*H,]-Hexadec-6-ensaure (62)

Nickelacetat Tetrahydrat (31,2 mg, 0,13 mmol) wird in

. . . . CHis” X 7 " cooH
Ethanol (1 ml) suspendiert und mit Natriumborhydrid (5

D D 62
mg, 0,13 mmol) in Ethanol (100 pl) versetzt. Der Kolben

wird mit Wasserstoff gespiilt und Ethylendiamin (17 pl) sowie [8,8-°H.,]-Hexadec-6-insaure
(60) (254 mg, 1 mmol) in Ethanol (1 ml) zugegeben. Nach 6 h Ruhren bei Raumtemperatur,
unter Wasserstoffatmosphéare, wird Uber Celite filtriert. Das Filtrat wird mit Wasser (5 ml)
verdinnt und mit Diethylether (3 x 5 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
werden Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (v:v, 1:2) wird
das Produkt als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 200 mg (82 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.21-1.35 (14 H, m), 1.41 (2
H, quin, J = 7.6 Hz), 1.66 (2 H, quin, J = 7.6 Hz), 2.05 (2 H, m), 2.36 (2 H, t, J = 7.5 Hz),
5.29-5.40 (2 H, m); "*C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.25, 22.83, 24.46, 26.94, 29.26,
2942, 29.49, 29.69, 29.72, 29.75, 32.06, 33.95, 129.14, 130.65, 179.27; HR-MS (als
Methylester): Cy7H30D.0, gefunden: 270,2527 (M™) berechnet: 270,2528; EI-MS (als
Methylester) m/z (%): 270 (M™, 7), 238 (52), 196 (42), 154 (30), 139 (18), 125 (30), 111 (32),
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97 (95), 84 (94), 74 (100), 69 (47), 55 (46); IR (cm™): 3005, 2958, 2922, 2853, 2190, 2098,
1711, 1465, 1411, 1289, 1229, 1153, 938, 722.

[6,6,7,7,8,8-2H6]-Hexadecanséiure (63)

Tockenes THF wird durch wiederholtes Einfrieren und D D

Auftauen (freeze-pump-thaw-Methode) entgast und auf -30 C7H15/§8$(\/\/COOH
°C gekiihlt. Nal (0,15 g, 1 mmol), Wilkinson-Katalysator D DD D g
(PhsP)sRhCIl (20 mg) und [8,8-?H,]-Hexadec-6-insdure (60) (254 mg, 1 mmol) werden
zugegeben. Uber einen Ballon wird Deuterium eingeleitet und das Kaltebad wird entfernt. Die
Mischung wird Uber Nacht bei 30 °C gerlhrt und anschliefend am Rotationsverdampfer
eingeengt. Man nimmt den Rulckstand in Pentan auf, filtriert Gber eine Schicht Celite und
entfernt das LOsungsmittel am Rotationsverdampger. Mittels HPLC an einer
semipraparativen RP-18-Saule (Methanol/Wasser, Gradient: 90 % nach 100 % Methanol
innerhalb von 20 min) wird das Produkt als farbloser Feststoff erhalten. Ausbeute: 238 mg
(91 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0,88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.20-1.38 (18 H, m), 1.63 (2
H, quin, J = 7.5 Hz), 2.35 (2 H, t, J = 7.5 Hz); ">C-NMR (100 MHz, CDCl5): 5 (ppm) = 14.26,
22.84, 24.85, 28.50 (m), 29.15, 29.18, 29.52, 29.58, 29.80, 29.81, 29.86, 32.09, 34.16,
179.92; HR-MS: C4sH26D60, gefunden: 262,2778 (M™) berechnet: 262,2779; EI-MS m/z (%):
262 (M™, 100), 217 (13), 191 (7), 158 (6), 133 (17), 117 (5), 100 (7), 87 (12), 74 (33); IR (cm"
"): 3433 (br), 2958, 2916, 2849, 2195, 2081, 1705, 1466, 1432, 1408, 1355, 1316, 1291,
1267, 1205, 1112, 1079, 1049, 940, 890, 743.

[8,8-°H,]-Hexadecansiure (64)

Die Synthese von [8,8-?H,]-Hexadecanséure (64) erfolgte

analog der Darstellung der Verbindung 63 mit e

D D 64
Wassserstoff als Reduktionsmittel. Nal (0,15 g, 1 mmol),

Wilkinson-Katalysator (PhsP)sRhCI (20 mg) und [8,8-?H,]-Hexadec-6-insdure (60) (254 mg, 1
mmol) wurden zur Darstellung von 64 eingesetzt. Ausbeute: 232 mg (90 %), farbloser
Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 0,88 (3 H, t, J = 7.0 Hz), 1.17-1.38 (22 H, m), 1.63 (2
H, quin, J = 7.3 Hz), 2.35 (2 H, t, J = 7.6 Hz); *C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 14.25,
22.85, 24.85, 28.95 (quin, J = 19 Hz), 29.23, 29.41, 29.52, 29.54 (2 C), 29.62, 29.79, 29.81,
29.81, 29.86, 32.09, 34.28, 180,47; HR-MS: CieHyD;0, gefunden: 2582532 (M™),
berechnet: 258,2529; EI-MS m/z (%): 258 (M*, 100), 215 (16), 187 (7), 173 (6), 129 (14),
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115 (5), 99 (7), 85 (8), 73 (35); 3055 (br), 2955, 2914, 2851, 2166, 2086, 1700, 1469, 1432,
1409, 1321, 1288, 1238, 1202, 1086, 984, 896, 720.

(72)-Hexadec-7-ensaure (67b)

Bromheptansauretriphenylphosphoniumsalz  (65) 0

(3 g, 6.2 mmol) wird in abs. THF (50 ml) HOJK/WA/\/W
suspendiert und auf -78 °C gekihlt. Hierzu wird innerhalb von 10 min eine Losung von Bis-
(trimethylsilyl)-kaliumamid (6.8 mmol, 13,6 ml, 0,5 M in Toluol) getropft. Das Kaltebad wird
entfernt, und die orange-rote Losung wird auf Raumtemperatur erwarmt. Die Mischung wird
weitere 30 min gerihrt und wieder auf -78 °C gekihlt. Nonanal (0,85 g, 6 mmol) wird
innerhalb von 5 min zugegeben, und die Reaktionslésung wird innerhalb von 2 h auf
Raumtemperatur erwdrmt. Dann wird 1 N HCI (30 ml) zugegeben und mit Diethylether (3 x
30 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung (20 ml) gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und im
Vakuum konzentriert. Durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit
Petrolether/Diethylether (viv, 9:1) wird der Methylester von 65 als farbloses Ol erhalten.
Ausbeute: 0,65 g (40 %).

Spektroskopische Daten des Methylesters:

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.18-1.40 (16 H, m), 1.62 (2
H, m), 2.01 (4 H, m), 2.30 (2 H, t, J = 7.7 Hz), 3.66 (3 H, s), 5.26-5.44 (2 H, m); "*C-NMR
(100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.26, 22.83, 25.01, 27.14, 27.38, 28.94, 29.46, 29.47, 29.51,
29.67, 29.90, 32.05, 34.22, 51.59, 129.60, 130.36, 174.43; IR (cm™"): 2956, 2924, 2854,
1744, 1689, 1464, 1435, 1377, 1363, 1267, 1250, 1147, 1119, 1011, 722.

Der Methylester (400 mg, 1,5 mmol) wird in THF/Wasser (3:1, 12 ml) geldst und mit LiOH
(100 mg, 4,5 mmol) versetzt. Die Losung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt und
anschlieRend mit 1 N HCI auf pH 2-3 gebracht. Man extrahiert mit Diethylether, trocknet tGber
Natriumsulfat und entfernt das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer. Durch
Saulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Ether 1:1) wird das Produkt als farbloses
Ol erhalten. Ausbeute: 340 mg (90 %).

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 1.21-1,40 (m, 16H), 1.64 (m, 2H),
2.02 (m, 4H), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 5.27-5.41 (m, 2H); "*C NMR (CDCls, 100 MHz): & =
14.25 (CHj3), 22.83 (CH,), 24.72 (CHy), 27.11 (CH,), 27.38 (CHy), 28.84 (CH,), 29.46 (CHy),
29.47 (CH,), 29.49 (CH,), 29.67 (CHy), 29.90 (CHy), 32.05 (CHy), 34.20 (CH,), 129.53 (CH),
130.42 (CH), 180.40 (CO).; HR-MS (des Methylesters): C;;H3,0, gefunden: 268,2410 (M)
berechnet: 268,2402; EI-MS (des Methylesters) m/z (%): 268 (M™, 8), 236 (55), 218 (9), 194
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(41), 152 (32), 137 (28), 123 (35), 110 (41), 96 (100), 83 (68), 74 (91), 55 (91); IR (cm):
3005, 2959, 2921, 2853, 1712, 1465, 1435, 1411, 1276, 1219, 1119, 1067, 941, 722.

Bromundecansaureisopropylester-Triphenylphosphoniumsalz (68)

Bromundecansaureisopropylester (6,14 g, 20 mmol) und

Br
Triphenylphosphin (5,76 g, 22 mmol) werden zusammengegeben )\ )ke/\/%phs

und fir 30 min auf 120 °C erhitzt. Man lasst auf Raumtemperatur 68
abkihlen und nimmt den glasartigen Ruickstand in 4 mi
Dichlormethan auf. Man wascht die resultierende Mischung mit Diethylether (20 ml) und

trocknet das Wittig-Salz Gber Phosphorpentoxid im Exsikkator. Ausbeute: 9 g (79 %).

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.02 (16 H, m), 1.39-1.58 (6 H, m), 2.10 (2 H, t, J = 7.6 Hz),
3.52-3.62 (2 H, m), 4.85 (1 H, sept, J = 6.3 Hz), 7.56-7.63 (6 H, m), 7.65-7.76 (9 H, m); "*C
NMR (CDCls, 100 MHz): & = 21.66 (2 C), 22.43, 22.48, 22.97, 24.78, 28.80, 28.88, 28.91,
29.04, 30.21 (d, J = 15 Hz), 34.48, 67.09, 118.16 (d, J = 86 Hz), 130.39 (d, J = 12 Hz),
133.46 (d, J = 10 Hz), 134.91 (d, J = 3 Hz), 173.14.

(2)-Hexadec-11-ensaureisopropylester (70)

Zu dem Wittigsalz 68 (2,5 g, 4,4 mmol) in

abs. THF wird bei -78 °C eine Lsung von /L J\/\/\/\/\/_\/\/
Kaliumhexamethylsilylamid (9,7 ml, 0,5 M

in Toluol) innerhalb von 10 min getropft. Das Kaltebad wird entfernt und die Mischung wird
fur weitere 60 min gerihrt. Dann wird die orange-rote Lésung erneut auf -78 °C geklhlt und
Valeraldehyd (567 mg, 6,6 mmol) in abs. THF (5 ml) wird tropfenweise zugegeben. Man Iasst
die Mischung innerhalb von 2 h auf Raumtemperatur kommen und gibt dann 1 N HCI (25 ml)
zu. Man extrahiert mit Diethylether (3 x 25 ml), trocknet die vereinigten organischen Extrakte
Uber Natriumsulfat und entfernt das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer. Ausbeute: 790
mg (61 %)

'H NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 =0.89 (3 H, t, J =7.2 Hz), 1.22 (6 H, d, J = 6.2 Hz), 1.24-1.37
(16 H, m), 1.60 (2 H, quin, J = 7.2 Hz), 2.01 (4 H, m), 2.24 (2 H, t, J = 7.6 Hz), 5.00 (1 H,
sept, J = 6.4 Hz), 5.28-5.39 (2 H, m); *C NMR (CDCls, 100 MHz): & = 14.14, 21.99 (2 C),
22.48, 25.19, 27.05, 27.33, 29.26, 29.40 (2 C), 29.57, 29.61, 29.89, 32.11, 34.88, 67.44,
130.00 (2 C), 173.59; HR-MS: CgH350, gefunden: 296.2716 (M™) berechnet: 296.2715; El-
MS m/z (%): 296 (M™, 12), 237 (68), 217 (10), 194 (15), 151 (21), 137 (23), 123 (25), 111
(42), 97 (72), 83 (85), 69 (71), 55 (100); IR (cm™): 2958, 2853, 1730, 1466, 1418, 1374,
1259, 1179, 1144, 1110, 1027, 966, 895, 823, 741, 697.
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(2)-[2,2-*H,]-Hexadec-11-enséure (71)

(2)-Hexadec-11-ensaureisopropylester (70)

(196 mg, 1 mmol) wird in 2 ml di-Methanol )S(\/\/\/\/:W
gelést und nach Zugabe von frisch "o o D

geschnittenem Na (30 mg) fir 15 min unter n

Ruckfluss erhitzt. Anschlielend wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Man gibt erneut di-Methanol (2 ml), erhitzt unter Rickfluss (15 min) und entfernt das
Ldsungsmittel. Diese Prozedur wird ein weiteres Mal wiederholt. Dann wird der Rickstand
mit DCI (36 % in D0, 2 ml) behandelt und die wassrige Phase wird mit Chloroform (3 x 2 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden im Vakuum konzentriert. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Florisil mit Diethylether/Petrolether (v:v, 2:1) wird
das Produkt als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 150 mg (58 %), Markierungsgrad anhand

des Massenspektrums: 82 % 2H,.

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 =0.88 (3 H, t, J = 7.2 Hz), 1.20-1.42 (16 H, m), 1.60 (2 H, m),
2.01 (4 H, m), 5.28-5.39 (2 H, m); ®C NMR (CDCl;, 100 MHz): & = 14.12, 22.48, 24.97,
27.05, 27.33, 29.24, 29.39 (2 C), 29.55, 29.60, 299.89, 32.11, 130.00, 130.01, 174.54; HR-
MS (als Methylesters): C47H3,D20, gefunden: 270,2527 (M™) berechnet: 270,2528; EI-MS
(als Methylester) m/z (%): 270 (M™, 7), 238 (51), 194 (30), 152 (23), 125 (21), 112 (25), 97
(51), 83 (45), 81 (29), 76 (43), 69 (72), 55 (100).

(9Z,122)-Hexadeca-9,12-diensaure (75)

Zu einer Suspension von Propan-1,3-bis-(triphenylphosphonium)- . — COOH
bromid (0,76 g, 1 mmol) in abs. THF (20 ml) wird bei -78 °C innerhalb m?

von 10 min eine Lésung von Kaliumhexamethyldisilylamid (1,1 mmol, 75

2,2 ml, 0,5 M in Toluol) gegeben. Die Mischung wird auf Raumtemperatur erwarmt, weitere
30 min geruhrt und wieder auf -78 °C abgekihlt. Dann wird Butanal (72 mg, 1.0 mmol) in
abs. THF (2 ml) innerhalb von 5 min zugegeben. Das Kaltebad wird entfernt, die Mischung
wird 15 min bei Raumtemperatur gerthrt und erneut auf -78 °C abgekihlt. 9-
Oxononansauremethylester (0,20 g, 1,1 mmol) in abs. THF (1 ml) wird langsam zugegeben
und die Reaktionsmischung wird innerhalb von 2 h auf Raumtemperatur erwarmt. Man gibt 1
N HCI (10 ml) zu und extrahiert mit Diethylether (3 x 25 ml). Die verinigten organischen
Extrakte werden Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum konzentriert. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (v:v, 9:1) wird

der Methylester von 75 als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 110 mg (42 %)

Durch Verseifung des Methylesters mit 3 Aquivalenten LiOH in THF:Wasser (3:1) wird die

Fettsaure 75 gewonnen.
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'H NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.91 (t, J=7.4 Hz, 3H), 1.26-1.36 (m, 8H), 1.37 (sext, J= 7.4
Hz, 2H), 1.64 (quint, J=7.5 Hz, 2H), 2.04 (m, 4H), 2.35 (t, J=7.5 Hz, 2H), 2.77 (t, J=6.0 Hz,
2H), 5.29-5.43 (m, 4H); *C NMR (CDCls, 100 MHz): & = 13.95 (CHs), 22.95 (CH,),
24.84(CH,), 25.80 (CH,), 27.33 (CH,), 29.18 (CH,), 29.22 (CH,), 29.29 (CH,), 29.45 (CH,),
29.73 (CH,), 33.86 (CH,), 128.23 (CH), 128.28 (CH), 130.11 (CH), 130.19 (CH), 178.30
(COY; IR (cm™): 3010, 2928, 2856, 1708, 1462, 1413, 1377, 1285, 935, 723; EI-MS m/z (%):
252 (41, M*™), 123 (10), 109 (24), 95 (40), 81 (72), 67 (100), 55 (47); HR-MS: gefunden:
252.2090 (M**); berechnet CgH250, 252.2089.

Allgemeine Synthesevorschrift der bis-Wittig-Olefinierung

Das Wittigsalz Hex-3-enyl-1,6-bis(triphenylphosphoniumiodid) (0,86 g, 1 mmol) wird in abs.
THF (20 ml) suspendiert und auf -78 °C gekihlt. Eine Ldsung von
Kaliumhexamethyldisilylamid (4.4 ml, 2,2 mmol, 0,5 M in Toluol) wird Uber einen Zeitraum
von 10 min zugegeben, das Kaltebad wird entfernt und die Mischung wird auf
Raumtemperatur erwarmt. Nach 30 min Riihren bei Raumtemperatur wird erneut auf -78 °C
gekahlt.

In der Zwischenzeit wird der entsprechende Methylester (1 mmol) in Diethylether (5 ml)
gel6st und auf -78 °C gekihlt. Uber eine vorgekihlte Kanile wird DIBAL-H (1 ml, 1 mmol,
1M in Hexan) innerhalb von 5 min zugegeben. Die Mischung wird solange (10-60 min)

geruhrt, bis die GC/MS-Kontrolle die vollstandige Reduktion des Esters zeigt.

Uber eine gekihlte Umdruckkanile wird die Lésung des Alumoacetals zu der auf -78 °C
gekuhlten bis-Ylidldsung transferiert. Die resultierende Mischung wird innerhalb von 60 min
auf Raumtemperatur erwarmt, 30 min bei dieser Temperatur gerihrt und wieder auf -78 °C
gekuhlt. Dann wird eine Losung der zweiten Aldehydkomponente (1,2 mmol) in abs. THF (1
ml) zugegeben. Das Kaltebad wird entfernt und man lasst die Mischung auf Raumtemperatur
erwarmen. Nach 30 min Rihren bei Raumtemperatur wird mit 2 N HCI angesauert. Man
extrahiert mit Diethylether (3 x 20 ml), trocknet Uber Natriumsulfat und entfernt das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer. Durch saulenchromatographische Reinigung an

Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (v:v, 9:1) wird das homokonjugierte Trien erhalten.
(4Z,7Z2,102)-Octadeca-4,7,10-triennitril (79)

Die Darstellung von 79 gelingt nach der allgemeinen

ST TN

Vorschrift der bis-Wittig-Olefinierung mit  C7H1s 7o

Octansauremethylester (0,158 g, 1 mmol) und 3-
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Cyanopropanal™*: (100 mg, 1,2 mmol). Das Produkt wird sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (viv, 2:1) gereinigt und als farbloses Ol erhalten.
Ausbeute: 100 mg (39 %).

'H-NMR (CDCl3, 500 MHz): 6 = 0.88 (3 H, t, J = 7.0 Hz), 1.21-1.40 (10 H, m), 2.05 (2 H, q, J
=6.9 Hz), 2.35-2.47 (4 H, m), 2.80 (2 H,t,J=7.2 Hz), 2.84 (2 H, t, J =7.2 Hz), 5.29-5.45 (5
H, m), 5.56 (1 H, dtt, J = = 10,65, 7,4, 1,5), ®*C-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 13.08 (CHj),
16.48 (CH,), 21.64 (CH,), 22.28 (CH,), 24.63 (2 CH,), 26,26 (CH,), 28.19 (CH,), 28,26 (CH,),
28.61 (CHy), 30.84 (CH,), 118.24 (CN), 124.40 (CH), 126.10 (CH), 126.26 (CH), 128.09
(CH), 129.65 (CH), 130.55 (CH), EI-MS m/z (%): 259 (M**, 10), 174 (7), 165 (22), 95 (39), 93
(37), 81 (48), 79 (64), 67 (100), 55 (43), 41 (60), HR-MS: CigHN gefunden: 259.2302
berechnet: 259.2300.

(4Z,72,102)-Octadeca-4,7,10-triensaure (80)

(42,7Z,102)-Octadeca-4,7,10-triennitril (79) (10 mg, 40

umol) wird bei 0 °C in methanolischer HCI (2 ml, et — — COOH

dargestellt aus 200 ul Acetylchlorid und 1,8 ml Methanol) 80

geldst und mit Wasser (20 ul) versetzt. Die Losung wird 6 h bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieRend im Argonstrom eingeengt. Der Rickstand wird in wassriger ethanolischer KOH
(3 ml, 1 M Lésung in Wasser/Ethanol v:v, 95:5) aufgenommen und fir 60 min auf 50 °C
erhitzt. Die Losung wird mit 1 N HCI auf pH 2-3 angesauert und mit Pentan (3 x 5 ml)
extrahiert. Die vereinigten Pentanextrakte werden im Vakuum konzentriert. Mittels RP-HPLC
(Methanol:Wasser, Gradient: 90% nach 100 % Methanol innerhalb von 20 min) wird die

Fettsdure 80 als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 5 mg (45 %)

"H-NMR (CDCl,, 500 MHz): & = 0.88 (t, J = = 7.0 Hz, 3H), 1.23-1.40 (m, 10H), 2.05 (quart, J
= = 6.9 Hz, 2 H), 2.40-2.45 (m, 4 H), 2.81 (t, J = = 6.8 Hz, 2H), 2.84 (t, J = = 7.1 Hz, 2H),
5.30-5.47 (m, 6H); 3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 14.25 (CHs), 22.66 (CH,), 22.82 (CH,),
25.74 (CH,), 25.80 (CH,), 27.42 (CH,), 29.38 (CH,), 29.44 (CH,), 29.81 (CH,), 32.02 (CH,),
33.97 (CH,), 127.61 (CH), 127.64 (CH), 127.83 (CH), 128.89 (CH), 129.87 (CH), 130.70
(CH), 178.47 (CO); EI-MS m/z (%): 278 (2, M™), 152 (8), 105 (20), 93 (47), 91 (41), 79 (75)
67 (75), 55 (55), 41 (100); HR-MS: C5H300, gefunden: 278.2244, berechnet: 278.2246.

(5Z,82,112)-Octadeca-5,8,11-triensaure (90)

Der Methylester von (5Z,82,112)-
Octadeca-5,8,11-triensdure  (90) wurde
durch bis-Wittig-Olefinierung (siehe

allgemeine Vorschrift) mit Heptansauremethylester (0,144 g, 1 mmol) und 5-
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Oxopentansduremethylester (0,156 g, 1,2 mmol) "% erhalten. Ausbeute: 90 mg (31 %).
Durch Verseifen mit KOH (1 M Lésung in Ethanol:Wasser 95:5) wird die Fettsdure 90

erhalten.

'H-NMR (CDCl;, 500 MHz): 5 = 0.88 (t, J = = 6.8 Hz, 3H), 1,22-1,40 (m, 8H), 1.72 (quint, J =
=7.4Hz 2H), 205 (dt J==7.4Hz 6.8 Hz, 2H), 214 (dt, J==7.4 Hz, 2H), 2.37 (t, J ==
7.4 Hz, 2H), 2.80 (t, J = = 6.2 Hz, 4H), 5.30-5.45 (m, 6H). *C-NMR (CDCls, 125 MHz): § =
14.24 (CHj3), 22.80 (CH,), 24.68 (CHy), 25.77 (CH,), 25.79 (CHy), 26.61 (CH,), 27.42 (CHy),
29.14 (CHy), 29.77 (CHy), 31.93 (CHy,), 33.39 (CH,), 127.69 (CH), 128.04 (CH), 128.72 (CH),
128.84 (CH), 129.29 (CH), 130.65 (CH), 178.98 (CO). EI-MS m/z (%): 278 (19, M), 166
(35), 106 (37), 93 (76), 79 (100), 67 (88), 57 (44), 55 (57). HR-MS: C45H3,0, gefunden
278.2245 berechnet: 278.2246.

(7Z2,10Z,132)-Octadeca-7,10,13-triensaure (91)

Der Methylester von (7Z,10Z,132)-

Octadeca-7,10,13-triensaure (91) wurde Ho — — —

durch  bis-Wittig-Olefinierung  (siehe

allgemeine Vorschrift) mit Pentansauremethylester (0,116 g, 1 mmol) und 7-
Oxoheptansduremethylester (0,190 g, 1,2 mmol) " nach der Allgemeinen Vorschrift
dargestellt. Ausbeute: 100 mg (36%). Durch Verseifen mit KOH (1 M Ldsung in

Ethanol:Wasser 95:5) wurde die Fettsiure 91 als farbloses Ol erhalten.

"H-NMR (CD30D, 500 MHz): & = 0.82 (t, J = = 7.1 Hz, 3H), 1.27-1.44 (m, 8H), 1.61 (quint, J =
= 7.4 Hz, 2 H), 2.09 (m, 4 H), 2.28 (t, J = = 7.4 Hz, 2H), 2.81 (t, J = = 5.8 Hz, 4H), 5.30-5.42
(m, 6H). 3C-NMR (CD;0D, 125 MHz): § = 14.33 (CHs), 23.39 (CH,), 26.02 (CH,), 26.54 (2
CHy), 27.94 (CH,), 28.06 (CH,), 29.88 (CH,), 30.43 (CH,), 33.03 (CH,), 34.96 (CH,), 128.82
(CH), 129.04 (CH), 129.16 (CH), 129.23 (CH), 130.89 (CH), 131.10 (CH), 177.64 (CO). EI-
MS: m/z (%): 278 (M™, 37), 221 (5) 194 (29), 136 (37), 121 (21), 107 (25), 93 (62), 79 (96),
67 (100), 55 (51), 41 (57). HR-MS: C15Hs002 gefunden: 278.2246 berechnet: 278.2246.

(8Z2,11Z,142)-Octadeca-8,11,14-triensaure (92)

Der Methylester von (82,11Z,142)-

Octadeca-8,11,14-triensaure (92) wurde L L L

durch  bis-Wittig-Olefinierung  (siehe "o

allgemeine Vorschrift) mit Buttersduremethylester (0,102 g, 1 mmol) und 8-
Oxooctansauremethylester (0,206 g, 1,2 mmol) [*@ dargestellt. Ausbeute: 86 mg (31 %)
Durch Verseifen mit Verseifen mit KOH (1 M Lésung in Ethanol:Wasser, v:v, 95:5) wurde die

Fettsaure 92 als farbloses Ol erhalten.
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'H-NMR (CDs0D, 500 MHz): & = 0.92 (t, J = = 7.3 Hz, 3H), 1.31-1.44 (m, 8H), 1.60 (quint, J =
=7.4 Hz, 2 H), 2.08 (m, 4 H), 2.27 (t, J == 7.4 Hz, 2H), 2.82 (t, J = = 5.4 Hz, 4H), 5.30-5.44
(m, 6H); ®C-NMR (CDs;OD, 125 MHz): & = 14.11 (CH3), 23.85 (CH,), 26.11 (CH,), 26.54
(CHy), 26.56 (CHy), 28.13 (CHy,), 30.03 (CHy), 30.12 (CH,), 30.32 (CH), 30.58 (CH,), 35.03
(CH,), 128.92 (CH), 129.03 (CH), 129.19 (CH), 129.20 (CH), 130.88 (CH), 131.01 (CH),
177.76 (CO); EI-MS m/z (%): 278 (M™, 8), 235 (7), 208 (46), 122 (71), 93 (73), 79 (100), 67
(96), 55 (44); HR-MS C5H300, gefunden: 278.2243 berchnet: 278.2246.

(2S,3S)-2,3-Epoxydecanol (100)

Methylenchlorid (120 ml) und aktiviertes Molsieb (1 g, 3 A) werden mit 2
CsHi~ " ""0oH

nwl

frisch destilliertem Titantetraisopropoxylat (7,1 ml, 24 mmol) versetzt
und auf -20 bis -30 °C gekuhlt. (R,R)-(+)-Weinsaurediethylester (28 ml, 4,8 ml) wird
zugegeben und die Mischung wird weitere 15 Minuten gerthrt. Eine Lésung von (E)-Dec-2-
en-1-ol (3.13 g, 20 mmol) in abs. Methylenchlorid (10 m) wird Giber einen Zeitraum von 5 min
zugetropft. Anschliefiend wird 10 Minuten gerihrt und tert-Butylhydroperoxid (6.5 ml, 5-6 M
in Decan) innerhalb von 10 Minuten zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 5 Stunden
geruhrt. Dann wir eine 15%ige wassrige Losung (125 ml) von Weinsaure (18 g, 125 mmol)
zugegeben und auf Raumtemperatur erwarmt. Nach 30 Minuten Ruihren bei
Raumtemperatur wird Gber eine Schicht Celite filtriert. Die organische Phase wird abgetrennt
und die wassrige Phase wird mit Methylenchlorid (2 x 20 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden im Vakuum konzentriert. Der resultierende 6lige Ruckstand wird
in Diethylether (60 ml) aufgenommen, auf 0 °C gekihlt und mit einer wassrigen
Natriumhydroxid-Lésung (20 ml, 1M), die mit Natriumchlorid gesattigt ist, versetzt. Die
Mischung wird 30 Minuten bei 0 °C kraftig gerthrt. AnschlieRend wird die organische Phase
abgetrennt. Die organische Phase wird mit ges. Natriumchloridlésung (20 ml) gewaschen,
Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer konzentriert. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit Petrolether/Ether (viv, 1:1) wird
(2S,3S)-2,3-Epoxydecan-1-ol (100) in Form farbloser Kristalle erhalten.

®C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.19, 22.77, 26.10, 29.33, 29.51, 31.91, 56.17,
58.50, 61.94; HR-MS: C4oH13O gefunden: 154,1359 (M** -H,0) berechnet: 154,1358.

Die "H-NMR- und IR-spektroskopischen Daten stimmen mit den Literaturangaben Uberein.
[157]

Bestimmung des Enantiomerenuberschusses:

4-Dimethylaminopyridin (18 mg, 015 mmol), Triethylamin (100 ul) und Dichlormethan (500 pl)
werden zusammengegeben und (2S,3S)-2,3-Epoxydecanol (100) (26 mg, 015 mmol)
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zugefigt. (S)-(+)-a-Methoxy-a-trifluormethylphenylessigsaure-chlorid (30 ul) wird zugegeben
und die Reaktionslésung wird 15 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Probe wird
im Argonstrom eingeengt und in 500 ul Pentan aufgenommen. Man filtriert Gber Celite und
entfernt das Losungsmittel im Argonstrom. Durch saulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel mit Petrolether/Diethylether (v:v, 2:1) wird der Mosherester von 100 erhalten. Aus

dem "H-NMR-Spektrum kann der Enantiomereniiberschuss mit >97 % bestimmt werden.
(2R,3R)[3-*H4]-Decan-1,2-diol (101)

Bei Raumtemperatur wird (2S,3S)-2,3-Epoxydecan-1-ol (3,0 g, 17,4 D
mmol) in abs. THF (175 ml) gel6st und Ti(i-Pr); (9,90 g, 34,8 mmol) CSHﬂ/\/K/\OH

wird Uber einen Zeitraum von 5 Minuten zugetropft. Nach 5 Minuten OH

Rihren wird Natriumbordeuterid (1,46 g, 34.8 mmol) in 2 Prortionen zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird 3 Stunden bei 30 °C gerUhrt und anschlieRend weitere 5 Stunden
unter Ruickfluss erhitzt. Die Mischung wird auf 0 °C gekuhlt und H,SO4 (50 ml, 10 % in
Wasser) wird zugetropft. Man extrahiert mit Diethylether (5 x 75 ml), trocknet die vereinigten
organischen Phasen iber Na,SO, und entfernt das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer.
Durch saulenchromatographische Reinigung an Kieslegel mit Diethylether wird das Produkt
als farbloser Feststoff erhalten. Ausbeute: 0,73 g (24 %).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.29-1.46 (13 H, m), 2.96 (2
H, s, 2 x OH), 3.38-3.48 (1 H, m), 3.60-3.73 (2 H, m); "*C-NMR (100 MHz, CDCl,): 5 (ppm) =
14.24, 22.80, 25.61, 29.40, 29.66, 29.77, 32.01, 32.68, 32.87 (t, J = 19 Hz), 33.06, 66.88,
72.51; HR-MS: CigH1sDO gefunden: 144.1497 (M*-CH,0) berechnet: 144.1499; EI-MS m/z
(%): 144 (M**-H,0, 80), 126 (13), 97 (13), 84 (56), 83 (47), 70 (89), 69 (100), 55 (51); IR (cm’
"): 3475, 3250 (br), 2954, 2916, 2848, 2158, 2139, 1469, 1378, 1348, 1324, 1291, 1267,
1239, 1225, 1205, 1184, 1131, 1110, 1095, 1064, 1055, 1036, 1017, 1003, 971, 927, 885,
851, 810, 721, 698.

(2R)[2-*H,]-Nonan-1-al (102)

Bei Raumtemperatur wird (2R,3R)-[3-?H]-Decan-1,2-diol (101) (526 mg, 3 5
mmol) in Methylenchlorid (25 ml) geldst und gesattigte wassrige NalO,-

Lésung (5 ml) sowie PhCH,(CH3)sN*CI (25 mg, 0,14 mmol) werden CsH““WO
zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 25 min kraftig gertihrt. Anschlie®end werden 5 ml
Wasser zugegeben, die organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase mit
Methylenchlorid (2 x 10 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber

Na,SO, getrocknet und im Vakuum konzentriert. Um eine Isomerisierung am o-
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Kohlenstoffatom zu vermeiden, wird das Produkt ohne weitere Reinigung unmittelbar in der

nachfolgenden Reaktion eingesetzt. Ausbeute: 0,43 g (93 %).

EI-MS m/z (%): 143 (M*-H,0, 8), 125 (11), 114 (17), 98 (71), 96 (54), 83 (43), 82 (37), 70
(60), 69 (68), 57 (100), 56 (94).

(6R)-[6->H,]-Tridec-4-ensaureisopropylester (103)

Buttersaureisopropylester-4-triphenylphosphoniumbromid 5

(1,41 g, 2 mmol) wird in abs. THF (50 ml) suspendiert. Bei - 5H11/\/'\=/\/cooipr
78 °C wird K[N(SiMe3),]-Lésung (6,6 ml, 0,5 M in Toluol)

Uber einen Zeitraum von 5 Minuten zugetropft. Man erwarmt auf Raumtemperatur, rihrt 30
Minuten bei dieser Temperatur und kiihlt erneut auf -78 °C ab. Eine Lésung von (2R)-[2-*H]-
Nonan-1-al (102) (0,286 g, 2 mmol) in abs. THF (10 ml) wird Uber einen Zeitraum von 5 min
zugetropft. Man entfernt das Kaltebad und rihrt das Reaktionsgemisch fir weitere 12 h.
AnschlieRend wird 1 N HCI (10 ml) zugegeben. Man extrahiert mit Diethylether (3 x 50 ml),
trocknet die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat und entfernt das
Lésungsmittel im Vakuum. Durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit
Petrolether/Diethylether (v:v, 9:1) wird das Produkt als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 0,42
g (82 %).

"H-NMR (400 MHz, CDCly): § (ppm) = 0.87 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.18-1.36 (20 H, m), 2.01(1
H, m), 2.25-2.38 (4 H, m) 5.00 (1 H, sept, J = 6.3 Hz), 5.31 (1 H, dt, J = 10.9 Hz, 6.2 Hz),
5.40 (1 H, dd, J = 10.9 Hz, 7.1 Hz); *C-NMR (100 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 14.23, 21.98,
22.81, 23.02, 26.80, 26.99, 27.18, 29.41, 29.44, 29.65, 29.69, 32.03, 34.88, 67.64, 127.54,
131.52, 172.94; HR-MS: C1gH»DO, gefunden: 255.2309 (M*) berechnet: 255.2309; EI-MS
m/z (%): 255 (M™, 42), 213 (28), 195 (100), 178 (39), 153 (55), 138 (22), 124 (30), 111 (54),
98 (82), 84 (83), 69 (85), 55 (97); IR (cm’™"): 3008, 2980, 2958, 2854, 1735, 1468, 1454,
1373, 1255, 1225, 1178, 1109, 988, 924, 824.

(6R)-[1,1,6-*H;]-Tridec-4-en-1-ol (104)

Lithiumaluminiumdeuterid (84 mg, 2mmol, 98 % 2H) wird in D 5 b
abs. Diethylether (10 ml) suspendiert und auf 0 °C gekuhlt. CSH11/\)\=/\)<OH

Eine Losung des Isopropylesters 103 in abs. Diethylether (5 ml) wird langsam zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wird weitere 2 h bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieRend
erneut auf 0 °C gekuhlt. 1 N HCI (5 ml) werden tropfenweise zugegeben. Man extrahiert mit
Diethylether (3 x 10 ml), trocknet Uber Natriumsulfat und entfernt das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer. Das Produkt wird als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 300 mg (91 %).
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"H-NMR (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 0.89 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.21-1.39 (12 H, m), 1.62 (2
H,t, J=7.4Hz),2.02 (1 H, m), 213 (2 H, q, J = 7.0 Hz), 5.33-5.45 (2 H, m); *C-NMR (100
MHz, CDCls): & (ppm) = 14.19, 22.80, 23.73, 27.02 (t, J = 19 Hz), 29.44, 29.66 (2 C), 29.77,
32.04, 32.66, 62.10 (quin, J = 22 Hz), 129.00, 130.95; HR-MS: C:3H,:D; gefunden: 183.2059
(M*-H,0) berechnet: 183.2066; EI-MS m/z (%): 183 (M*-H,0, 14), 125 (8), 112 (13), 98
(36), 84 (71), 73 (100), 70 (64), 55 (37); IR (cm™): 3005, 2958, 2923, 2853, 2191, 2085,
1465, 1378, 1261, 1135, 1102, 965, 908.

(6R)-[1,1,6-*H;]-1-lod-tridec-4-en (105)

Die Synthese von  erfolgte anolog zur Darstellung der 5 -
Verbindung 20 mit Triphenylphosphin (0,51 g, 1,9 mmol), 05H11/\/k=/\)<l
Imidazol (0,13 g, 1,9 mmol) und lod (0,49 g, 1,9 mmol) in 105
Diethylether/Acetonitril (8 ml, v:v, 3:1), sowie dem Alkohol 104 (300 mg, 1,5 mmol) in
Diethylether (1 ml). Ausbeute: 0,40 g (86 %), farbloses Ol.

"H-NMR (400 MHz, CDCl5): 5 (ppm) = 0.89 (3 H, t, J = 7.1 Hz), 1.19-1.41 (12 H, m), 1.87 (2
H,t, J=7.2 Hz), 2.04 (1 H, m), 2.15 (2 H, q, J = 7.3 Hz), 5.30 (1 H, ddt, J = 10.8 Hz, 7.3 Hz,
1.5 Hz), 5.44 (1 H, d, J = 10.6 Hz, 7.3 Hz); "*C-NMR (100 MHz, CDCl): & (ppm) = 6.31 (quin,
J = 23 Hz), 14.23, 22.83, 27.03, 27.15 (t, J = 19 Hz), 27.40, 28.10, 29.45, 29.67, 29.81,
32.06, 33.46, 127.40, 131.94; HR-MS: Ci3HzDsl gefunden: 311.1188 (M™) berechnet:
311.1189; EI-MS m/z (%): 311 (M*, 100), 213 (7), 198 (9), 157 (24), 114 (6), 98 (31), 84
(59), 71 (49), 57 (64), 55 (66); IR (cm™"): 3005, 2952, 2921, 2852, 2155, 1458, 1377, 1338,
1180, 1105, 1001, 973, 931, 879.

5-Bromvaleriansaureisopropylester

Bromvaleriansaure (27,2 g, 150 mmol), 40 ml abs. Isopropanol und

20 ml Toluol werden mit 6 Tropfen konz. H,SO, versetzt und 1,5 h /\/\)?\ J\
unter RuUckflul erhitzt. Wahrend dieser Zeit werden 35 ml des o ©
Losungsmittels an einem Wasserabscheider abdestilliert. Man gibt 100 ml
Petrolether/Diethylether (v:v, 1:1) hinzu und wascht mit Wasser (25 ml) und gesattigter
NaHCO;-Losung (25 ml). Durch Trocknen mit Na,SO, und Entfernen des Ldsungsmittels

wird 5-Bromvaleriansaureisopropylester als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 29 g (87 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.23 (6 H, d, 6.3 Hz), 1.79 (2 H, m), 1.90 (2 H, m),
2.30 (2H,t,J=7.3Hz),3.40 (2 H,t, J=6.5Hz), 501 (1 H, sept, J = 6.3 Hz); >*C-NMR (100
MHz, CDCl3): & (ppm) = 21.98 (2 C), 23.75, 32.20, 33.06, 33.83, 67.82, 172.76; HR-MS:
CsHgO,Br gefunden: 179.9782 (M™- 55) berechnet: 179.9786; EI-MS m/z (%): 182 (M*™*-55,
12), 180 (M™-55, 11), 165 (8), 163 (9), 142 (16), 101 (100), 100 (41), 83 (17), 73 (25), 55



150 Experimenteller Teil

(50); IR (cm™): 2981, 2937, 2872, 1723, 1468, 1454, 1294, 1253, 1212, 1200, 1145, 1031,
989, 967, 952, 897, 826.

5-lodvaleriansaureisopropylester

Zu einer Losung aus 5-Bromvaleriansaureisopropylester (16,7 g, 75

)
mmol) in abs. Aceton (175 ml) wird Nal (15 g, 100 mmol) gegeben. I/\/\)J\OJ\

Man rihrt Gber Nacht und filtriert das ausgefallene NaBr ab. Durch
saulenchromatographische  Reinigung an Kieselgel mit Petrolether wird 5-

lodpentansaureisopropylester als farbloses Ol erhalten. Ausbeute: 19 g (94 %)

"H-NMR (400 MHz, CDCly): § (ppm) = 1.22 (6 H, d, J = 6.3 Hz), 1.73 (2 H, m), 1.86 (2 H, m),
2.29 (2 H,t, J = 6.8 Hz), 3.18 (2 H, t, J = 6,8 Hz), 5.00 (1 H, sept, J = 6.3 Hz); *C-NMR (100
MHz, CDCly): & (ppm) = 5.79, 21.99 (2 C), 26.03, 32.95, 33.62, 67.81, 172.71; IR (cm™):
2979, 2936, 2869, 2836, 1723, 1467, 1452, 1340, 1314, 1290, 1266, 1226, 1108, 1015, 990,
963, 930, 824, 737; HR-MS: CsHsOl gefunden: 210.9603 (M** -OC;H-) berechnet: 210.9620;
EI-MS m/z (%): 211 (M** -OC;3H7, 83), 183 (71), 155 (12), 127 (12), 101 (100), 83 (62), 55
(71).

(11R)-[6,6,11->°H;]-Octadec-9-ensiureisopropylester (107)

Wie bei der Darstellung der Verbindung 22 5 5 b
beschrieben, werden lodpentansaure- C5H11AA=MMCOO‘Pr
isopropylester (1,36 g, 5 mmol) mit Diethylzink

(1,5 ml, 10 mmol) zum entsprechenden Zinkorganyl umgesetzt.

Parallel wird eine Losung von Me,Cu(CN) (MgCl,) hergestellt. Hierzu wird bei 0 °C MeMgClI-
Lsg. (6 ml, 1M in THF) zu CuCN (225 mg, 2,5 mmol) gegeben. Die dabei entstehende
blassgelbe Lésung wird auf -50 °C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wird die THF-LOsung des
Zinkorganyls zugegeben. Die Ldosung wird auf Raumtemperatur erwarmt, weitere 3 min
geruhrt und auf -60 °C abgekihlt. Man gibt abs. NMP (2,5 ml) und das lodid 105 (0,31 g, 1
mmol) in abs. THF (1 ml) zu und lasst die Reaktionslésung tiber Nacht auf Raumtemperatur
erwarmen. Zur Aufarbeitung wird wie fir die Synthese von 22 beschrieben verfahren.
Ausbeute: 230 mg (70 %).

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.20-1.37 (24 H, m), 1.60 (2
H, quin, J = 7.6 Hz), 2.00 (3 H, m), 2.24 (2 H, t, J = 7.6 Hz), 5.00 (1 H, sept, 6.2 Hz), 5.29-
5.38 (2 H, m); *C-NMR (100 MHz, CDCl,): § (ppm) = 14.25, 21.99 (2 C), 22.83, 25.19, 27.00
(t, J = 19 Hz), 27.27, 28.42 (quin, J = 19 Hz), 29.12, 29.20, 29.44, 29.46, 29.64, 29.67, 29.83,
32.05, 34.87, 67.45, 129.94, 130.07, 173.57; HR-MS: CyH47D30; gefunden: 327,3217 (M™)
berechnet: 327,3217; EI-MS m/z (%): 327 (M**, 27), 285 (15), 268 (96), 267 (100), 266 (44),
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225 (14), 182 (15), 168 (13), 140 (18), 126 (24), 112 (33), 98 (57), 84 (62), 70 (58), 55 (70);
IR (cm™): 2980, 2958, 2924, 2854, 2178, 2098, 1737, 1467, 1374, 1341, 1313, 1244, 1178,
1110, 962, 824.

(11R)-[6,6,11-*H;]-Octadec-9-ensaure (108)

Der lIsopropylester (107) wurde wie fir die
D D D

Synthese der Verbindung 22 beschrieben mit /\/'\M
CsH = COOH

methanolischer KOH zur Fettsdure 108 verseift
und mittels RP-HPLC gereinigt.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 0.88 (3 H, t, J = 6.9 Hz), 1.20-1.39 (18 H, m), 1.63 (2
H, quin, J = 7.4 Hz), 1.94-2.05 (3 H, m), 2.35 (2 H, t, J = 7.6 Hz), 5.29-5.39 (2 H, m);"*C-NMR
(100 MHz, CDCly): & (ppm) = 14.25, 22.83, 24.83, 27.00 (t, J = 19 Hz), 27.26, 28.38 (quin, J
= 19 Hz), 29.09, 29.13, 29.45, 29.47, 29.63, 29.68, 29.83, 32.06, 34.18, 129.91, 129.12,
180.00; HR-MS: C1sH31D50, gefunden: 285,2745 (M**) berechnet: 285,2747; EI-MS m/z (%):
285 (M™, 21), 267 (58), 225 (10), 182 (8), 168 (7), 154 (10), 140 (15), 126 (24), 112 (36), 98
(72), 84 (80), 70 (91), 56 (100); IR (cm™): 3005, 2958, 2925, 2853, 2178, 2098, 1712, 1465,
1411, 1377, 1340, 131, 1291, 1262, 1240, 1206, 1164, 937, 723.

5.3 Biologische Experimente
Kultivierung von transformierten Saccharomyces cerevisiae

Herstellung von Minimalmedium-Dropout-Uracil mit 2 % Raffinose und 1 % Tergitol-NP40

Fir die Herstellung von 1 | des Minimalmediums werden bendétigt:

o 778 ml H,O

e 10ml Tergitol NP-40 (Sigma) mit Endkonzentration 1 %/l

e 100 ml 20 % Raffinose (sterilfiltriert) mit Endkonzentration 2 %/l

e 100 ml 10 x Yeast Nitrogen Base (sterilfiltriert) [DIFCO]

e 2ml Histidin (10mg/ml H,0) mit Endkonzentration 20 mg/I
e 6ml Leucin (10mg/ml H,0) mit Endkonzentration 60 mg/I
e 4ml Tryptophan (10mg/ml H,0) mit Endkonzentration 40 mg/I
e 1,155¢g Dropout Pulver

Herstellung des Dropout-Pulvers
Fur die Herstellung des Dropout-Pulver (67 g) werden folgende Komponenten griindlich

miteinander vermischt:
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Zusammensetzung

Aminosaure Anteil im dropout powder (g) | Endkonzentration (mg/L)
Adenin (Hemisulfat Salz) 2.5 40
L-Arginin(HCI) 1.2 20
L-Asparaginsaure 6.0 100
L-Glutaminsaure 6.0 100
L-Lysin(mono-HCI) 1.8 30
L-Methionin 1.2 20
L-Phenylalanin 3.0 50
L-Serin 225 375
L-Threonin 12.0 200
L-Tyrosin 1.8 30
L-Valin 9.0 150

Fir die Herstellung des Flissigmediums werden 1,115 g Dropout Pulver, destilliertes Wasser
und verflissigtes Tergitol gemischt und autoklaviert. Zu der abgekihlten autoklavierten
Lésung werden, werden die vorher sterilfiltrierten Komponenten, Raffinose, Yeast Nitrogen

Base sowie die restlichen Aminosauren His, Leu und Trp zugeben.

Herstellung der Vorkulturen

In einem sterilen Reagenzglas werden 3 ml Minimalmedium vorgelegt. Mit einem sterilen
Zahnstocher wird einer Einzelkolonie von einer Agar-Platte entnommen und das
Minimalmedium angeimpft. AnschlieBend wird fir 2 Tage bei 30 °C im Schittler inkubiert.

Durch Bestimmung der OD bei Egoo wird das Wachstum der Kulturen regelmaRig kontrolliert.

Herstellung der Dauerkulturen

In ein Cryordhrchen werden 0.9 ml 70 % Glycerinlésung (autoklaviert) vorgelegt und mit 0.9
ml dicht gewachsener Kultur gut vermischt. Die Aufbewahrung der Dauerkultur erfolgt bei -80
°C.
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Inkubation transformierter Hefen mit der cDNA aus Helianthus annuus

100 ml Minimalmedium-Dropout-Uracil und 10 ml einer wassrigen 20 %igen Galactoseldésung
werden mit einem entsprechenden Volumen der Vorkultur versetzt, so dass eine ODggo von
0,05 eingestellt wird. 25 uM Cerulenin (Sigma) und 0,25 mM der zu testenden deuterierten
Palmitinsaure werden zugegeben und die Hefen flir 4 d bei 30 °C bis zu einer ODggg ~1,0

angezogen. Die Hefezellen werden durch Zentrifugieren geerntet.

Inkubation transformierter Hefen mit der cDNA aus Candida albicans

100 ml Minimalmedium-Dropout-Uracil und 10 ml einer wassrigen 20 %igen Galactoselésung
werden mit einem entsprechenden Volumen der Vorkultur versetzt, so, dass eine ODgy von
0,05 eingestellt wird. 25 uM Cerulenin (Sigma) und 0,25 mM deuterierter Palmitinsaure 31
werden zugegeben und die Hefen flir 6 d bei 25 °C bis zu einer ODgoo ~0,8 angezogen. Die
Hefezellen werden fir 90 min bei 37 °C einem Hitzeschock ausgesetzt und anschlief3end

durch Zentrifugieren geerntet.
Hydrolyse der Sphingolipide

Das Zellpellet wird in 6 ml Wasser suspendiert und die Suspension fir 15 min auf 110 °C
erhitzt. Dann wird erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Hefezellen werden
in 1,5 ml Wasser und 1,5 ml Dioxan resuspendiert und in ein fest verschlieRbares Glasgefafl
Uberfuhrt. Man gibt 210 mg Ba(OH), zu und erhitzt das Gemisch fir 24 h auf 90 °C. Nach
Abkuhlen werden 2,5 ml Wasser und 4 ml Chloroform zugegeben. Die Probe wird geschiittelt
und anschlielend zentrifugiert. Die organische Phase wird abgetrennt, und die wassrige
Phase wird erneut mit 4 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit 4 ml einer 0,1 M Kaliumhydroxidlésung und 4 ml 0,5 M Kaliumchloridldsung
gewaschen. Man zentrifugiert kurz und verwirft die wassrige Phase. Mittels eines

Argonstroms wird das Lésungsmittel entfernt.
DNP-Derivatisierung der Sphingobasen

Die hydrolysierten Lipide werden in 800 ul Boratpuffer (2 M Borsaure/KOH, pH 10,5) geldst
und mit 200 pl einer methanolischen Lésung von 1-Fluor-2,4-dinitrobenzen (1 pl in 200 pl
Methanol) versetzt. Die Mischung wird 30 min bei 60 °C geschuttelt. Zu der abgekuhlten
Lésung werden 1,2 ml Wasser, 1,8 ml Methanol und 4 ml Chloroform gegeben. Die
Mischung wird griindlich gemischt, kurz zentrifugiert und die organische Phase abgetrennt.
Die wassrige Phase wird erneut mit 4 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen

Extrakte werden im Argonstrom konzentriert.
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Dlunnschichtchromatographische Reinigung der DNP-Derivate

Die DNP-derivatisierten Sphingobasen werden in Chloroform/Methanol (150 ul, viv, 2:1)
geldst und 5 cm breit auf eine praparative DC-Platte (Glas, Kieselgel 60, Schichtdicke 0,5
mm) aufgetragen. Zusatzlich tragt man eine Referenz auf. Die DC-Platte wird mit
Chloroform/Methanol (v:v, 90:10) entwickelt. Entsprechend der Referenz, werden die
Banden unter UV-Detektion, von der DC-Platte gekratzt. Die DNP-Derivate werden
anschlieBend durch Extraktion mit Chloroform/Methanol (v:v, 2:1) und Entfernen des

Lésungsmittels im Argonstrom aus dem Kieselgel gewonnen.

HPLC/MS-Analyse der DNP-Derivate

Die Trennung der isomeren DNP-Derivate erfolgte an einer RP 18 Saule (GROM-SIL 120
ODS-5, 3uym, 125 x 2 mm, ST, Grom, Herrenberg) mit einem Gradienten (0.2 mL min-1) von
40% A (A = Methanol/Acetonitril/2-Propanol (10:3:1 v/v/v)) und 60% B (B = Wasser) in 10
min auf 80% A und schlie8lich auf 100% A in weiteren 40 min. Die massenspektrometrische
Charakterisierung der DNP-Derivate erfolgte an einem Micromass Quattro Il Massenspektro-
meter (Micromass, Manchester, UK) mit ESl-Interface. Die Spektren wurden im Negativ-
lonen-Modus aufgenommen (Quellentemperatur: 100 °C, Desolvatationstemperatur: 250 °C,

cone voltage: 35 Volt).

Oxidativer Abbau der DNP-derivatisierten Sphingodbasen

Ca. 1 mg des zu spaltenden DNP-Derivats werden mittels RP-HPLC gesammelt und durch

Konzentrieren der Fraktion im Argonstrom erhalten.

Zu dem DNP-Derivat werden AD-Mix-a (14 mg, Aldrich), tert-Butanol:Wasser (100 ml, v:v,
1:1) und eine katalytische Menge Sulfonamid gegeben. Die resultierende zweiphasige
Mischung wird flir 12 h bei Raumtemperatur griindlich geschittelt. Anschlielend wir ges.
Natriumsulfitidsong (100 ml) zugegeben und weitere 5 min geschuttelt. Die Mischung wird
mit Ethylacetat (3 x 200 ml) extrahiert und die vereinigten Extrakte im Argonstrom eingeengt.
Der Riickstand wird in 100 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 20 ml einer gesattigten
Natriumperiodatlésung sowie Benzyltrimethylammoniumchlorid (1 mg) versetzt. Die
Mischung wird 5 min geschittelt. Ohne weitere Aufreinigung wird ein Aliquot der organischen
Phase mittels GC/MS analysiert.

Die Analyse erfolgte an einem Micromass MassSpec 2 Massenspektrometer verbunden mit
einem HP 6890 Gaschromatographen; GC-Saule: J&W Scientific DB5 30 m x 0.25 mm, 0.25

um. Die Messungen erfolgten im Cl-Modus mit Isobutan als lonisierungsgas.
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Analyse der Fettsaurezusammensetzung von Saccharomyces cerevisiae

10 ml der Hefekultur werden zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wird in
3 ml Wasser suspendiert in ein fest verschlieRbares Gefall tberfuhrt und fir 15 min auf 100
°C erhitzt. Man I4sst die Probe abkiihlen, zentrifugiert erneut und verwirft den Uberstand.
Das Zellpellet wird in 2 N methanolischer H,SO, (2 ml) suspendiert und 90 min auf 80 °C
erhitzt. AnschlieBend wird mit Wasser (2 ml) verdinnt und mit Pentan (3 x 2 ml) extrahiert.
Die vereingten Pentanextrakte werden im Argonstrom konzentriert. Durch Veresterung mit

Diazomethan werden die Fettsauremethylester erhalten.
Bedingungen der GC/MS-Analyse:

GC-Saule: Alltech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 um; Tragergas: Helium; konstanter Druck: 30
kP; Injektortemperatur 240 °C; Temperaturprogramm: 50 °C (2 min) — 10°C /min — 160 °C —
5 °C/min — 240 °C

Experimente mit Antheraea polyphemus

Etwa 2 Tage alte weibliche Tiere werden mit CO, betaubt. Durch ein vorsichtiges Driicken an
beiden Seiten des Korpers wird die Pheromondrise ausgestilpt. Auf die
Intersegmentalmembran (vgl. Kapitel 3.4.1) wird mittels einer Mikroliterspritze eine Losung
der entsprechenden Fettsaure (20 mg/ml in DMSO/Ethanol/Wasser 70:20:10) aufgetragen.
Die Prozedur wird in Abstanden von 60 min weitere 3 Mal wiederholt. Dann wird die
Pheromondriise des betaubten Tieres mit einer Sezierschere abgeschnitten und das Tier in

flussiger Luft getotet.

Insgesamt 3 inkubierte Pheromondrisen werden Uber Nacht bei -20 °C mit
Chloroform/Methanol  (viv, 2:1) extrahiert. Der Drusenextrakt wird im Argonstrom
konzentriert. Dann wird methanolische KOH-Lésung (0,5 M, 300 pl) zugegeben und die
Probe fir 30 min auf 55 °C erhitzt. Dann wird mit 1 N HCI auf pH 3 angesauert und die saure
Lésung mit Pentan (3 x 300 ul) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden Uber
eine mit Natriumsulfat gefiillte Pipette gegeben und im Argonstrom konzentriert. Durch

Veresterung mit Diazomethan erhalt man die Fettsduremethylester.
Bedingungen der GC/MS-Analyse:

GC-Saule: J&W DB 225 ms 30 m x 0.25 mm, 0.25 um; Tragergas: Helium; Fluss 1ml/min;
Injektortemperatur 240 °C; Temperaturprogramm: 50 °C (2 min) — 10°C /min — 160 °C — 5
°C/min — 240 °C



156

Literaturverzeichnis

6. Literaturverzeichnis

(1]
(2]

[3]
[4]

[5]
[6]
[7]
[8]
[9]
[10]

(1]

[12]
[13]
[14]
[19]
[16]
[17]
[18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23]
[24]
[25]
[26]

[27]

(28]
[29]
[30]
[31]

[32]

[33]
[34]
[39]
[36]

[37]
[38]

[39]
[40]

H. W. Cook, in Biochemistry of Lipids, Lipoproteins and Membranes (Eds.: D. E.
Vance, J. E. Vance), Elsevier Science B.V., 1996, pp. 129.

W. L. Smith, F. A. Fitzpatrick, in Biochemistry of Lipids, Lipoproteins and Membranes
(Eds.: D. E. Vance, J. E. Vance), Elsevier Science B.V., 1996, pp. 283.

|. Feussner, C. Wasternack, Annu. Rev. Plant Biol. 2002, 53, 275.

Y. Murakami, M. Tsuyama, Y. Kobayashi, H. Kodama, K. Iba, Science 2000, 287,
476.

J. Ohlrogge, J. Browse, Plant Cell 1995, 7, 957.

N. Murata, H. Wada, Biochem. J./ 1995, 308, 1.

W. L. Roelofs, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1995, 92, 44.

K. Bloch, Acc. Chem. Res. 1969, 2, 193.

N. J. Russell, D. S. Nichols, Microbiol. 1999, 145, 767.

C. O. Rock, S. Jackowski, J. E. C. jr, in Biochemistry of Lipids, Lipoproteins and
Membranes (Eds.: D. E. Vance, J. E. Vance), Elsevier Science B.V., 1996.

J. G. Metz, P. Roessler, D. Facciotti, C. Levering, F. Dittrich, M. Lassner, R.
Valentine, K. Lardizabal, F. Domergue, A. Yamada, K. Yazawa, V. Knauf, J. Browse,
Science 2001, 293, 290.

U. Kaulmann, C. Hertweck, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1866.

J. Shanklin, E. B. Cahoon, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 1998, 49, 611.
D. R. Tocher, M. J. Leaver, P. A. Hodgson, Prog. Lipid Res. 1998, 37, 73.

J. A. Broadwater, J. A. Haas, B. G. Fox, Fett-Lipid 1998, 100, 103.

P. Sperling, E. Heinz, Biochim. Biophys. Acta 2003, 1632, 1.

J. A. Napier, L. V. Michaelson, T. M. Dunn, Trends in Plant Sci. 2002, 7, 475.

A. Rahier, Biochemistry 2001, 40, 256.

C. Somerville, J. Browse, Trends in Cell Biol. 1996, 6, 148.

K. S. Lyle, J. A. Haas, B. G. Fox, Biochemistry 2003, 42, 5857 .

Y. Lindqgvist, W. J. Huang, G. Schneider, J. Shanklin, Embo Journal 1996, 15, 4081.
E. Whittle, J. Shanklin, Journal Biol. Chem. 2001, 276, 21500.

E. B. Cahoon, J. Shanklin, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 2000, 97, 12350.

J. A. Haas, B. G. Fox, Biochemistry 2002, 41, 14472.

R. D. White, B. G. Fox, Biochemistry 2003, 42, 7828.

K. S. Lyle, P. Moenne-Loccoz, J. Y. Ai, J. Sanders-Loehr, T. M. Loehr, B. G. Fox,
Biochemistry 2000, 39, 10507.

B. G. Fox, J. Shanklin, C. Somerville, E. Munck, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1993,
90, 2486.

J. A. Broadwater, C. Achim, E. Munck, B. G. Fox, Biochemistry 1999, 38, 12197.
B. Behrouzian, P. H. Buist, J. Shanklin, Chem. Comm. 2001, 401.

M. Moche, J. Shanklin, A. Ghoshal, Y. Lindqvist, J. Biol. Chem. 2003, 278, 25072.
P. Sperling, P. Ternes, T. K. Zank, E. Heinz, Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty
Acids 2003, 68, 73.

D. C. Knipple, C. L. Rosenfield, R. Nielsen, K. M. You, S. E. Jeong, Genetics 2002,
162, 1737.

J. Shanklin, E. Whittle, B. G. Fox, Biochemistry 1994, 33, 12787.

P. Sperling, E. Heinz, Eur. Lipid Sci. Technol. 2001, 103, 158.

J. A. Napier, L. V. Michaelson, Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids 2003.
E. I. Solomon, T. C. Brunold, M. I. Davis, J. N. Kemsley, S. K. Lee, N. Lehnert, F.
Neese, A. J. Skulan, Y. S. Yang, J. Zhou, Chem. Rev. 2000, 100, 235.

B. D. Dunietz, M. D. Beachy, Y. X. Cao, D. A. Whittington, S. J. Lippard, R. A.
Friesner, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 2828.

T. Lovell, W. G. Han, T. Q. Liu, L. Noodleman, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 5890.
T. Lovell, F. Himo, W. G. Han, L. Noodleman, Coord. Chem. Rev. 2003, 238, 211.
B. J. Wallar, J. D. Lipscomb, Chem. Rev. 1996, 96, 2625.



Literaturverzeichnis 157

[41]
[42]
[43]

[44]

[45]
[46]
[47]

[48]
[49]
[50]
[51]
[52]
[53]
[54]
[55]
[56]
[57]
[58]
[59]

[60]
[61]
[62]

[63]
[64]

[65]
[66]

[67]
[68]

[69]
[70]
[71]
[72]
[73]

[74]
[75]
[76]

[77]
[78]
[79]
[80]
[81]

S. J. Lange, L. Que, Curr. Opin. Chem. Biol. 1998, 2, 159.

J. Du Bois, T. J. Mizoguchi, S. J. Lippard, Coord. Chem. Rev. 2000, 200, 443.

M. Merkx, D. A. Kopp, M. H. Sazinsky, J. L. Blazyk, J. Muller, S. J. Lippard, Angew.
Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2782.

J. A. Broadwater, J. Y. Ai, T. M. Loehr, J. Sanders-Loehr, B. G. Fox, Biochemistry
1998, 37, 14664.

L. Que, W. B. Tolman, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1114.

C. Kim, Y. H. Dong, L. Que, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 3635.

Y. S. Yang, J. A. Broadwater, S. C. Pulver, B. G. Fox, E. |. Solomon, J. Am. Chem.
Soc. 1999, 121, 2770.

L. J. Morris, Biochem. J. 1970, 118, 681.

B. Behrouzian, P. H. Buist, Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids 2003, 68, 107.
B. Behrouzian, P. H. Buist, Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 577.

P. H. Buist, B. Behrouzian, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 6295.

A. Svatos, B. Kalinova, W. Boland, Insect Biochem. Mol. Biol. 1999, 29, 225.

M. Akhtar, J. N. Wright, Nat. Prod. Rep. 1991, 8, 527.

J. R. Collins, D. L. Camper, G. H. Loew, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 2736.

M. H. Baik, M. Newcomb, R. A. Friesner, S. J. Lippard, Chem. Rev. 2003, 103, 2385.
R. J. Light, W. J. Lennarz, K. Bloch, J. Biol. Chem. 1962, 237, 1793.

D. A. Kopp, S. J. Lippard, Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 568.

K. Yoshizawa, T. Yumura, Chemi.-Eur. J. 2003, 9, 2347.

A. M. Valentine, B. Wilkinson, K. E. Liu, S. KomarPanicucci, N. D. Priestley, P. G.
Williams, H. Morimoto, H. G. Floss, S. J. Lippard, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119,
1818.

A. M. Valentine, M. H. LeTadic-Biadatti, P. H. Toy, M. Newcomb, S. J. Lippard, J.
Biol. Chem. 1999, 274, 10771.

K. E. Liu, C. C. Johnson, M. Newcomb, S. J. Lippard, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115,
939.

S.Y. Choi, P. E. Eaton, D. A. Kopp, S. J. Lippard, M. Newcomb, R. N. Shen, J. Am.
Chem. Soc. 1999, 121, 12198.

F. Ruzicka, D. S. Huang, M. I. Donnelly, P. A. Frey, Biochemistry 1990, 29, 1696.
B. F. Gherman, B. D. Dunietz, D. A. Whittington, S. J. Lippard, R. A. Friesner, J. Am.
Chem. Soc. 2001, 123, 3836.

M. Newcomb, P. H. Toy, Acc. Chem. Res. 2000, 33, 449.

V. Guallar, B. F. Gherman, W. H. Miller, S. J. Lippard, R. A. Friesner, J. Am. Chem.
Soc. 2002, 124, 3377.

P. E. M. Siegbahn, J. Biol. Inorg. Chem. 2001, 6, 27.

W. Boland, C. Frossl, M. Schéttler, M. Toth, J. Chem. Soc.-Chem. Comm. 1993,
1155.

I. Navarro, I. Font, G. Fabrias, F. Camps, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 11335.

J. L. Abad, F. Camps, G. Fabrias, Insect Biochem. Mol. Biol. 2001, 31, 799.

L. J. Morris, R. V. Harris, W. Kelly, A. T. James, Biochem. J. 1968, 109, 673.

C. Frossl, W. Boland, Tetrahedron 1993, 49, 6613.

D. Meesapyodsuk, D. W. Reed, C. K. Savile, P. H. Buist, S. J. Ambrose, P. S.
Covello, Biochemistry 2000, 39, 11948.

P. H. Buist, B. Behrouzian, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 871.

A. Pinilla, F. Camps, G. Fabrias, Biochemistry 1999, 38, 15272.

B. Behrouzian, L. Fauconnot, F. Daligault, C. Nugier-Chauvin, H. Patin, P. H. Buist,
Eur. J. Biochem. 2001, 268, 3545.

L. Fauconnot, P. H. Buist, J. Org. Chem. 2001, 66, 1210.

L. Fauconnot, P. H. Buist, Bioorg.Med. Chem. Let. 2001, 11, 2879.

D. B. Northrop, Biochemistry 1975, 14, 2644.

D. B. Northrop, Biochemistry 1981, 20, 4056.

D. B. Northrop, Annu. Rev. Biochem. 1981, 50, 103.



158

Literaturverzeichnis

[82]

[83]
[84]

[85]
[86]
[87]
[88]
[89]
[90]

[91]

[92]
[93]

[94]

[95]
[96]
[97]
[98]

[99]

[100]
[101]
[102]
[103]

[104]

[105]
[106]
[107]
[108]

[109]
[110]
[111]
[112]
[113]
[114]
[115]
[116]
[117]
[118]
[119]

[120]

[121]
[122]
[123]
[124]

G. T. Miwa, W. A. Garland, B. J. Hodshon, A. Y. H. Lu, D. B. Northrop, J. Biol. Chem.
1980, 255, 6049.
K. R. lyer, J. P. Jones, J. F. Darbyshire, W. F. Trager, Biochemistry 1997, 36, 7136.
H. Simon, J. Bader, H. Gunther, S. Neumann, J. Thanos, Angew. Chem. Int. Ed.
1985, 24, 539.
D. Parker, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1983, 83.
G. Goérgen, W. Boland, Eur. J. Biochem. 1989, 185, 237.
D. Parker, Chem. Rev. 1991, 91, 1441.
G. Goérgen, W. Boland, U. Preiss, H. Simon, Helv. Chim. Acta 1989, 72, 917.
O. Thum, C. Hertweck, H. Simon, W. Boland, Synthesis 1999, 2145.
A. Borner, J. Holz, in Transition metals for organic synthesis, Vol. 2 (Eds.: M. Beller,
C. Bolm), Wiley-VCH, Weinheim, 1998.
T. Ohkumo, M. Kitamura, R. Noyori, in Catalytic Asymmetric Synthesis, 2nd ed. (Ed.:
I. Ojima), Wiley-VCH, 2000.
Ohta, H. Takaya, M. Kitamura, K. Nagai, R. Noyori, J. Org. Chem. 1987, 52, 3174.
Takaya, T. Ohta, N. Sayo, H. Kumobayashi, S. Akutagawa, S. Inoue, |. Kasahara,
R. Noyori, J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 1596.
H. C. Kolb, K. B. Sharpless, in Transition metals for organic synthesis, Vol. 2 (Eds.:
M. Beller, C. Bolm), Wiley-VCH, Weinheim, 1998.
H. C. Kolb, M. S. Vannieuwenhze, K. B. Sharpless, Chem. Rev. 1994, 94, 2483.
I. Navarro, G. Fabrias, F. Camps, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 164.
G. Q. Lin, Z. C. Shi, Tetrahedron 1997, 53, 1369.
F. Rohdich, A. Wiese, R. Feicht, H. Simon, A. Bacher, J. Biol. Chem. 2001, 276,
5779.
J. G. Millar, E. W. Underhill, J. Org. Chem. 1986, 51, 4726.
Classon, Liu, J. Org. Chem. 1988, 6126.
B. Classon, P. J. Garegg, B. Samuelsson, Can. J. Chem. 1981, 59, 339.
N. Krause, Modern Organocopper Chemistry, Wiley-VCH, Weinheim, 2002.
R. J. K. Taylor, Organocopper reagents A Practical Approach, Oxford University
Press, Oxford, 1994.
P. Knochel, P. Jones, F. Langer, in Organozinc reagents (Eds.: P. Knochel, P.
Jones), Oxford University Press, 1999, pp. 179.
P. Knochel, J. J. A. Perea, P. Jones, Tetrahedron 1998, 54, 8275.
C. E. Tucker, P. Knochel, J. Org. Chem. 1993, 58, 4781.
O. Thum, Diplomarbeit, Rheinische.Friedrich-Wilhelms-Universitat (Bonn), 1999.
D. J. Pasto, in Comprehensive Organic Synthesis, Vol. 8 (Eds.: B. M. Trost, I.
Fleming), Elsevier Science, 1991, pp. 471.
B. S. Bal, W. E. Childers, H. W. Pinnick, Tetrahedron 1981, 37, 2091.
W. W. Christie, in Gas Chromatography and lipids, The Oily Press, Ayr, 1992.
D. M. Bailey, J. Org. Chem. 1970, 35, 3574.
Mori, A. Fuijita, H. Kajiro, Y. Nishihara, T. Hiyama, Tetrahedron 1999, 55, 4573.
A. W. Johnstone, A. H. Wilby, I. D. Entwistle, Chem. Rev. 1985, 85, 129.
. Brown, V. K. Ahuja, J. Chem. Soc. Chem. Comm. 1973, 553.
. Marvell, T. Li, Synthesis 1973, 457.
vans, J. A. Osborn, F. H. Jardine, Wilkinso.G, Nature 1965, 208, 1203.
Viala, R. Labaudiniere, J. Org. Chem. 1993, 58, 1280.
H. J. Bestmann, N. E. Gunawardena, Synthesis 1992, 1239.
F. Riche, J. P. Mathieu, M. Vincens, A. Bardy, M. Comet, M. Vidal, Bull.Soc.Chim.Fr.
1984, 49.
R. Briickner, Reaktionsmechanismen, Organische Reaktionen, Stereochemie,
moderne Synthesemethoden, Spektrum Akademischer Verlag, 2002.
H. J. Bestmann, W. Stransky, O. Vostrowsky, Chem. Ber. Rec. 1976, 109, 1694.
H. J. Bestmann, M. Schmidt, Tetrahedron Lett. 1985, 26, 6171.
H. J. Bestmann, T. Zeibig, Synthesis 1990.
H. J. Bestmann, K. H. Koschatzky, O. Vostrowsky, Liebigs Ann. Chem. 1982, 1478.

T.
H.

A.
R.
C.A
E.N
D.E
J.



Literaturverzeichnis 159

[125] G. Pohnert, W. Boland, Eur. J. Org. Chem. 2000, 1821.

[126] D. Spiteller, Dissertation, (Jena), 2003.

[127] S. Adolph, unveréffentlichte Ergebnisse, 2003.

[128] G. d'Ippolito, G. Romano, T. Caruso, A. Spinella, G. Cimino, A. Fontana, Org. Lett.
2003, 5, 885.

[129] S. A.King, J. Org. Chem. 1994, 59, 2253.

[130] M. Huckstep, R. J. K. Taylor, M. P. L. Caton, Synthesis 1982, 881.

[131] R. Ballini, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1991, 1419.

[132] K. Okuma, S. Hirabayashi, M. Ono, K. Shioji, H. Matsuyama, H. J. Bestmann,
Tetrahedron 1998, 54, 4243.

[133] D.F. Taber, K. K. You, A. L. Rheingold, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 547.

[134] D. E. Bergstrom, J. L. Ruth, P. Warwick, J. Org. Chem. 1981, 46, 1432.

[135] T. Eynard, J. M. Vatele, D. Poullain, J. P. Noel, J. M. Chardigny, J. L. Sebedio, Chem.
Phys. Lip. 1994, 74, 175.

[136] D.B. Dess, J. C. Martin, J. Org. Chem. 1983, 48, 4155.

[137] M. Tokunaga, J. F. Larrow, F. Kakiuchi, E. N. Jacobsen, Science 1997, 277, 936.

[138] M. E. Furrow, S. E. Schaus, E. N. Jacobsen, J. Org. Chem. 1998, 63, 6776.

[139] S. E. Schaus, B. D. Brandes, J. F. Larrow, M. Tokunaga, K. B. Hansen, A. E. Gould,
M. E. Furrow, E. N. Jacobsen, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 1307.

[140] K. Muniz-Fernandez, C. Bolm, in Transition Metals for Organic Synthesis, Vol. 2
(Eds.: M. Beller, C. Bolm), Wiley-VCH, 1998, pp. 271.

[141] T. Katsuki, Adv. Synth.Catal. 2002, 344, 131.

[142] E. L. Eliel, D. W. Delmonte, J. Am. Chem. Soc. 1958, 80, 1744.

[143] E. L. Eliel, D. W. Delmonte, J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 3226.

[144] E. L. Eliel, M. N. Rerick, J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 1362.

[145] V. Andrejevic, M. Bjelakovic, M. M. Mihailovic, M. L. Mihailovic, Helv. Chim. Acta
1985, 68, 2030.

[146] Y. Yamamoto, H. Toi, A. Sonoda, S. I. Murahashi, J. Chem. Soc. Chem. Comm.
1976, 672.

[147] J.J. Eisch, Z. R. Liu, X. Ma, G. X. Zheng, J. Org. Chem. 1992, 57, 5140.

[148] S. Murai, T. Murai, S. Kato, in Comprehnsive Organic Chemistry, Vol. 8 (Eds.: B. M.
Trost, I. Fleming), Elsevier Science, 1991, pp. 871.

[149] J. G. Smith, Synthesis 1984, 629.

[150] C. Bonini, G. Righi, Synthesis 1994, 225.

[151] R. O. Hutchins, I. M. Taffer, W. Burgoyne, J. Org. Chem. 1981, 46, 5214.

[152] C. Neumann, W. Boland, Helv. Chim. Acta 1990, 73, 754.

[153] T. Katsuki, in Transition Metals for Organic Synthesis, Vol. 2 (Eds.: M. Beller, C.
Bolm), Wiley-VCH, 1998, pp. 261.

[154] T. Takata, R. Tajima, W. Ando, J. Org. Chem. 1983, 48, 4764.

[155] V. S. Martin, in Asymmetric Oxidation Reactions A Practical Approach in Chemistry
(Ed.: T. Katsuki), Oxford University Press, 2001.

[156] T. Katsuki, K. B. Sharpless, J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 5974.

[157] Y. Gao, R. M. Hanson, J. M. Klunder, S. Y. Ko, H. Masamune, K. B. Sharpless, J.
Am. Chem. Soc. 1987, 109, 5765.

[158] J. E. Gozum, G. S. Girolami, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 3829.

[159] J.L.W. Tudichum, The Chemical Constitution of the Brain, Bailliere, Tindall & Cox,
London, 1884.

[160] Y. A. Hannun, Sphingolipid mediated Signal transduction, Chapman & Hall, New
York, 1997.

[161] A. H. Merrill, C. C. Sweeley, in Biochemistry of Lipids, Lipoproteins and Membranes,
Elsevier Science, 1996, pp. 309.

[162] T. Kolter, K. Sandhoff, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 1532.

[163] S. Brodesser, P. Sawatzki, T. Kolter, Eur. J. Org. Chem. 2003, 2021.

[164] Y. A.Hannun, C. Luberto, K. M. Argraves, Biochemistry 2001, 40, 4893.

[165] S. Spiegel, S. Milstien, J. Biol. Chem. 2002, 277, 25851.



160 Literaturverzeichnis

[166] Y. A.Hannun, L. M. Obeid, J. Biol. Chem. 2002, 277, 25847 .

[167] A.H. Merrill, J. Biol. Chem. 2002, 277, 25843.

[168] A. Huwiler, T. Kolter, J. Pfeilschifter, K. Sandhoff, Biochim. Biophys.Acta 2000, 1485,
63.

[169] H. Imai, M. Ohnishi, K. Hotsubo, M. Kojima, S. Ito, Biosci., Biotech., Biochem. 1997,
61, 351.

[170] S. Coursol, L. M. Fan, H. Le Stunff, S. Spiegel, S. Gilroy, S. M. Assmann, Nature
2003, 423, 651.

[171] C.K.Y.Ng, K. Carr, M. R. McAinsh, B. Powell, A. M. Hetherington, Nature 2001,
410, 596.

[172] W. L. Roelofs, A. P. Rooney, Proc. Natl. Acad.Sci. U.S.A 2003, 100, 9179.

[173] P. Sperling, U. Zahringer, E. Heinz, J. Biol. Chem. 1998, 273, 28590.

[174] P. Sperling, A. Blume, U. Zahringer, E. Heinz, Biochem. Soc. Trans. 2000, 28, 638.

[175] P. Sperling, B. Libisch, U. Zahringer, J. A. Napier, E. Heinz, Arch. Biochem. Biophys.
2001, 388, 293.

[176] P. Sperling, personliche Mitteilung,

[177] S. V. Naidu, P. Kumar, Tetrahedron Lett. 2003, 44, 1035.

[178] C. Hertweck, P. Sebek, A. Svatos, Synlett 2001, 1965.

[179] F. Schneider, R. Lessire, J. J. Bessoule, H. Juguelin, C. Cassagne, Biochim. Biophys.
Acta 1993, 1152, 243.

[180] D.G. Lee, T. Chen in Comprehnsive Organic Chemistry, (Eds.: B. M. Trost, I.
Fleming), Elsevier Science, 1991, pp. 541.

[181] M. Schrdder, Chem. Rev. 1980, 80, 187.

[182] R.Pappo, D. S. Allen, R. U. Lemieux, W. S. Johnson, Journal of Organic Chemistry
1956, 21, 478.

[183] G.R. Jones, N. J. Oldham, J. Chromatogr. A 1999, 843, 199.

[184] A. B. Attygalle, E. D. Morgan, Angew. Chem. Int. Ed. 1988, 27, 460.

[185] V.Van Rheenen, R. C. Kelly, D. Y. Cha, Tetrahedron Lett. 1976, 1973.

[186] K. B. Sharpless, Angew. Chem. 2002, 114, 2126.

[187] D. V. Lynch, S. R. Fairfield, Plant Physiol. 1993, 103, 1421.

[188] A.Botha, J. L. F. Kock, Int. J. Food Microbiol. 1993, 19, 39.

[189] J. A. Broadwater, E. Whittle, J. Shanklin, J. Biol. Chem. 2002, 277, 15613.

[190] C. K. Savile, G. Fabrias, P. H. Buist, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 4382.

[191] W. Stoffel, G. Assmann, K. Bister, Hoppe-Seylers Zeitschrift Fur Physiologische
Chemie 1971, 352, 1531.

[192] A.J. Polito, C. C. Sweeley, J. Biol. Chem. 1971, 246, 4178.

[193] P. Ternes, S. Franke, U. Zahringer, P. Sperling, E. Heinz, J. Biol. Chem. 2002, 277,
25512.

[194] G. M. Jenkins, A. Richards, T. Wahl, C. G. Mao, L. Obeid, Y. Hannun, J. Biol. Chem.
1997, 272, 32566.

[195] R. C. Dickson, E. E. Nagiec, M. Skrzypek, P. Tillman, G. B. Wells, R. L. Lester, J.
Biol. Chem. 1997, 272, 30196.

[196] W. Stoffel, E. Binczek, Hoppe-Seylers Zeitschrift Fur Physiologische Chemie 1971,
352, 1065.

[197] R.J. Kulmacz, G. J. Schroepfer, J. Am. Chem. Soc. 1978, 100, 3963.

[198] P. Broun, J. Shanklin, E. Whittle, C. Somerville, Science 1998, 282, 1315.

[199] Y. Jin, J. D. Lipscomb, J. Biol. Inorg. Chem. 2001, 6, 717.

[200] G.T. Gassner, S. J. Lippard, Biochemistry 1999, 38, 12768.

[201] B. Behrouzian, C. K. Savile, B. Dawson, P. H. Buist, J. Shanklin, J. Am. Chem. Soc.
2002, 124, 3277.

[202] A. Butenandt, R. Beckmann, D. Stamm, E. Hecker, Zeitschrift Fur Naturforschung
Part B-Chemie Biochemie Biophysik Biologie Und Verwandten Gebiete 1959, 14,
283.

[203] D. Schneider, Naturwissenschaften 1992, 79, 241.

[204] C. M. Williams, L. N. Mander, Tetrahedron 2001, 57, 425.



Literaturverzeichnis 161

[205]

[206]
[207]
[208]
[209]
[210]

[211]

[212]
[213]

[214]
[215]
[216]
[217]
[218]
[219]

[220]
[221]

[222]
[223]

[224]
[225]

[226]
[227]
[228]
[229]
[230]
[231]
[232]
[233]
[234]
[235]
[236]

[237]

B. Nikolova-Damyanova, in Advances in Lipid Methodology- one (Ed.: W. W.
Christie), The oily press, 1992.

M. D. Dowle, D. |. Davies, Chem. Soc. Rev. 1979, 8, 171.

B. Simonot, G. Rousseau, J. Org. Chem. 1993, 58, 4.

B. Simonot, G. Rousseau, J. Org. Chem. 1994, 59, 5912.

N. J. Oldham, A. Svatos, Rapid Commun. Mass Spectrom. 1999, 13, 331.

C. J. Persoons, P. E. J. Verwiel, F. J. Ritter, E. Talman, P. J. F. Nooijen, W. J.
Nooijen, Tetrahedron Lett. 1976, 2055.

J. Kochansky, J. Tette, E. F. Taschenberg, R. T. Carde, K. E. Kaissling, W. L.
Roelofs, J.Insect Physiol. 1975, 21, 1977.

H.-J. Bestmann, A. B. Attygalle, Z. Naturforschung 1986, 631.

J. A. Tillman, S. J. Seybold, R. A. Jurenka, G. J. Blomquist, Insect Biochem. Mol. Biol.
1999, 29, 481.

L. B. Bjostad, W. L. Roelofs, J. Biol. Chem. 1981, 256, 7936.

W. Roelofs, L. Bjostad, Bioorg. Chem. 1984, 12, 279.

L. B. Bjostad, W. L. Roelofs, J. Chem. Ecol. 1986, 12, 431.

W. T. Liu, H. M. Jiao, N. C. Murray, M. O'Connor, W. L. Roelofs, Proc.Natl. Acad. Sci.
U.S.A 2002, 99, 620.

W. T. Liu, H. M. Jiao, M. O'Connor, W. L. Roelofs, Insect Biochem. Mol. Biol. 2002,
32, 1489.

F. Domergue, P. Spiekermann, J. Lerchl, C. Beckmann, O. Kilian, P. G. Kroth, W.
Boland, U. Zahringer, E. Heinz, Plant Phys. 2003, 131, 1648.

J. Browse, C. Somerville, Annu. Rev. Plant Phys. Plant Mol. Biol. 1991, 42, 467.

E. B. Cahoon, T. J. Carlson, K. G. Ripp, B. J. Schweiger, G. A. Cook, S. E. Hall, A. J.
Kinney, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1999, 96, 12935.

E. B. Cahoon, K. G. Ripp, S. E. Hall, A. J. Kinney, J. Biol. Chem. 2001, 276, 2637.
K. Fritsche, E. Hornung, N. Peitzsch, A. Renz, |. Feussner, Febs Letters 1999, 462,
249,

L. S. Liu, E. G. Hammond, B. J. Nikolau, Plant Physiol. 1997, 113, 1343.

S. Gnadig, R. Rickert, J. L. Sebedio, H. Steinhart, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2001,
103, 56.

X. Qiu, D. W. Reed, H. P. Hong, S. L. MacKenzie, P. S. Covello, Plant Phys. 2001,
125, 847.

L. Crombie, S. J. Holloway, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1985, 2425.

S. Rodriguez, F. Camps, G. Fabrias, J. Org. Chem. 2001, 66, 8052.

S. Rodriguez, P. Clapes, F. Camps, G. Fabrias, J. Org. Chem. 2002, 67, 2228.

D. W. Reed, C. K. Savile, X. Qiu, P. H. Buist, P. S. Covello, Eur. J. Biochem. 2002,
269, 5024.

E. Hornung, C. Pernstich, I. Feussner, Eur. J. Biochem. 2002, 269, 4852.

Prof. I. Feussner, persénliche Mitteilung,

E. A. Trautwein, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2001, 103, 45.

A. Abbadi, F. Domergue, A. Meyer, K. Riedel, P. Sperling, T. K. Zank, E. Heinz, Eur.
J. Lipid Sci. Technol. 2001, 103, 106.

J.M. Parker-Barnes, T. Das, E. Bobik, A.E. Leonard, J.M. Thurmond, L.T. Chaung,
Y.S. Huang, P. Mukerji, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 2000, 97, 8284.

T. K. Zank, U. Zahringer, C. Beckmann, G. Pohnert, W. Boland, H. Holtorf, R. Reski,
J. Lerchl, E. Heinz, Plant J. 2002, 31, 255.

S. C. Jain, W. L. Roelofs, J. Meinwald, J. Org. Chem. 1983, 48, 2274.



162

Abklrzungsverzeichnis

7. Abkiirzungsverzeichnis

Allgemeine Abklirzungen

APCI
Cl

DC
DCC
DMAP
DMF
DMSO
ee

El

ESI
ESR
EXAFS
G

GC
GC-HR-MS

GC-MS
h
HPLC
HR-ESI-MS
HR-MS
IR

j-

[

M

M*

Me
MCD
mg

min

ml
MMO
mmol
mol

MS
m/z
NMR
NMP
PCC
Ph

RP

t-
TBAF
THF
TMS
uv
Vis

ng

Atmospheric pressure chemical ionisation
chemische lonisation
Dunnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid
4-(N,N-Dimethylamino)pyridin

N, N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Enantiomereniberschuss
Elektronenstossionisation (electron impact)
Elektrosprayionisation
Elektronenspinresonanz
Rontgenabsorptionsspektroskie

Gramm

Gaschromatograph / Gaschromatographie
Gaschromatograph gekoppelt mit hochauflosendem Massenspektro-
meter

Gaschromatograph gekoppelt mit Massenspektrometer
Stunde(n)
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Hochauflésende Elektrospraymassenspektroskopie
Hochauflésende Massenspektrometrie
Infrarotspektrometrie/meter

iso-

Liter

Molar

Molekdlion

Methyl

Magnetischer Circulardichroismus
Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Methanmonoxygenase

Millimol

Stoffmenge 6-10?° Teilchen
Massenspektrometrie / Massenspektrum
Masse/Ladungsverhaltnis

magnetische Kernresonanz
N-Methyl-2-pyrrolidinon
Pyridinium-chlorochromat

Phenyl

Umkehrphase (reversed phase)

Zeit

tertiar

Tetrabutylammoniumfluorid
Tetrahydrofuran

Trimethylsilyl

Ultraviolett

sichtbar

chemische Verschiebung

10° Gramm
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Abkirzungen bei NMR-Spektren

br breit

d Dublett

m Multiplett

pt pseudo-Triplett
q Quartett

quin Quintett

s Singulett

se Sextett

t Triplett
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153 o ol ol 1oa 216 - 5.3E5
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10] | dhe 13 1% - 2y 3585
E 4o “ : ” 175 ~1.8E5
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60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 w/z

(6R,7R)-[5,5,6,7-*H,]-Hexadecansaure (22)



EI-MS-Spektren AIV-85

1008 57 _9.6E5
951 o F9.2E5
903 F8.7E5
851 L 8.2E5
801 /\/\/\/\/\/><OH F7.7E5
753 5 84 D D £7.2E5
70 24 F6.7E5
653 L 6.3E5
601 - 5.8E5
553 £5.3E5
503 F4.8E5
453 97 F4.3E5
40 F3.9E5
351 £ 3.4E5
303 99 104 - 2.9E5
251 £ 2.4E5
203 2 F1.9E5
153 oo i 12 154 F1.4E5
E 3 126 2
R IR 9. 684
5 28 141 185 F4.8E4
01, ‘ . [I[ 1111 PR ]x IR .|Hl. i I . 0. 080
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 m/z
[1,1-?H,]-Tridecan-1-ol (24)
100% 57 _1.1E6
95 F1.0E6
90 £9.9E5
85 £9.3E5
80 £ 8.8E5
753 £ 8.2E5
703 F7.7E5
651 | £7.1E5
60; ) /\/\/\/\/\/?(D 26.6E5
55 | - 6. 085
503 F5.5E5
453 185 £4.9E5
401 $9 F4.485
35 73 - 3.8E5
] 85 i
303 ; £3.3E5
253 £2.785
203 £2.2E5
153 312 F1.6E5
103 i & R F1.1B5
CE | 129 17 e L 5.5E4
0 L L.I ' Y L F0.0E0
60 80 100 120 140 160 180 200 230 240 260 280 300 320 340 m/z

[1,1-°H]-1-lodtridecan (25)



AlV-86 EI-MS-Spektren

1008 83 +5. 004 _2.4E5
05 ] F2.3E5
90] 69 F2.2E5
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soé 95 //A\\//\\V/”\\//“\V//\\V/”j><222g/~\OFi o8
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35§ o 137 ;_8.5E4
30 £ 7.3E4
251 P9 £ 6.0E4
20] p4 209 222 F4.8E4

104 :
153 79 . Al | 3. 684
10] ‘ i N 151 ;2.4E4
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OﬁJI 'Ii”‘! M l,'lll ‘J i I\HI ,,l,l,‘n,,,,v;ll.‘,.l.q”l:- et bl Fo.omo
d0 70 T80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 n/z

[4,4-°"H,]-Hexadec-2-in-1-ol (27)

1008 59 ex2. 005 _2.1E5
953 £2.0ES
90 F1.98E5
851 F1.885
803 F1.7E5
753 D F1.6E5
70_§ /\/\/\/\/\/58}/\@4 5_1.535
651 57 DD D £ 1.4E5
60; v 28 ;1.3E5
55 L F1.2E5
503 i . F1.185
45 =) F9.7E4
403 L 8. 684
351 o} £ 7.584
303 F6.4E4
253 - 5. 454
20 ; F4.3E4
15 ol | J 113 226 ;3.2E4
104 ) 201 nas ?2.1E4

CE F1.1E4
Oéi ’l Ig L Ilm " ,.IIIJI II“IlI. il g|l|. el '.l] . »‘II . e . Fo.0E0
60 80 140 160 180 200 230 240 250 ~ 280 n/z

(2E)- [2,3,4,4-°H,]- Hexadec-2-en-1-ol (28)




EI-MS-Spektren

AlV-87

100% 74 3
957 £3
] 57 E
901 F3
E D (@] F
851 ~ Fo
80 H F2
751 5 DD D E 2
703 29 -
] 83 E
65,; o 26 ;_2
60] Eo
55 F1
503 o E1
451 F1
403 o1 1
1 [P 125 E
35‘: 102 E—l
304 ! 115 F1
253 113 134 242 F g
E 38 139 o
20] iy 138 F6
] 16 224 F
154 E5
3 109 E
] 40 153 e g
10 129 =
5] 94 167 197 Eq
Oé l _ [L . ' . . 50
60 80 100 120 140 160 180 2060 220 240 280 280 300

2

(2E)-[2,3,4,4-°H,)- Hexadec-2-en-1-al (29)

100% 57 >
95 -5
90 D O s
853 A F4
. /\/\/\/\/\WOH -

E ~ DD p 3
753 Fd
] 30 :
703 3
653 °1 3
60 70 -3
553 , -3
505 84 98 £2
453 F2
20 75 102 240 2
353 F1
303 Fq
3 = 116 g
253 F1
20 £

] 8 103 137° P

E 140 155 241 s
1ol 1 152, 169 184 196 23 259 g

CE N 5 F2

Oj | eyl ”. J b '}I, i . . E0

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

(2E)-[2,3,4,4-°H4]- Hexadec-2-ensaure (30)

.3E5
.2E5
.0E5
.8E5
.7TE5
.5E5
.3E5
.2E5
.0E5
.8E5
.7TE5
.5E5
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.2E5
.0E5
.3E4
.TE4
.0E4
.3E4
.7E4
.0E0

m/z
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.7E5
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.2E5
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.6E5
.3E5
.1E5
.8E5
.5E5
.2E5
.9E5
.7E5
.4E5
.1E5
.3E4
.6E4
.8E4
.0EO0



AlV-88 EI-MS-Spektren

1008 260 _8.7E5
951 £ 8.2E5
90 £ 7.8E5
85% D 0 ;_7.4E‘.5
803 /\/\/\/\/\/>M 69
75 T ©OH - 6.5E5

] D D p 3
70 F6.1E5
653 31 £ 5.6E5
60 £ 5.2E5
55 F4.8E5
50 £4.3E5
45 £ 3.9E5
1 57 E
403 e £ 3.5E5
351 £3.0E5
303 133 £ 2.6E5
25 £ 2.2E5
E 71 E
204 261 F1.7E5
153 214 F1.3E5
Lo 157 189 213 - 8. 7E4
] d E
5 175 25 4.3m
Oé :"l it ‘n I, ) :ll -!l fl] }HIH.I L, Jn " |!| . L r[ @‘ —— —— : 0.0E0
o 160 180 200 20 240 260 280 m/z
(2R,3S)-[2,3,4,4-*H,]-Hexadecansaure (31)
1004 7 2.32¢4
D 0
\*)l\ v
v N0
D
32
o
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74 88
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04— ] } | J ; gt ‘ ‘ - | ; e ; i : : miz
45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125

(2R,3R)-[2,3-*H,]-Pentansauremethylester (32)



EI-MS-Spektren

100+ 74 3.22e3
5
Dp p
5 PB4
Y OH
o 57 D
33
56
15
73
46
55
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70, 72
0 \\lw‘\\‘\‘\‘\‘\\\\\\\'\‘\\“\\\‘\‘\‘\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\‘\\\\\\\\\\\\\\m/Z
46 48 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 86 8 90 92 94 96 98 100 102 104
2
(2R, 3R)-[1,1,2,3-2H,]-Pentanol (33)
100+ s 8.79e4
45 D p D
£ M
Y |
D 202
o 74 34
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58 76
57| 59 73 143
bbbt bl : ; ; ¥ ULV | ; \ . .t ; - miz
50 60 70 80 90 100 110 120 130 = 140 150 160 170 180 190 = 200 = 210 = 220 = 230 240 = 250

(2R, 3R)-[1,1,2,3-2H,]-Pentyliodid (34)



AIV-90 EI-MS-Spektren
1004 74 2.25e4
87
M
=z COOMe
D
37
%]
143
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215
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45  |5759 83 97101 144
MM Jl ‘:““1““4‘“4\‘ iy ” Y AP Y
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Methylester (11R,12R)-[10,10,11,12-?H,]-Tetradecanséure (37)
1004 70 5.69e3
56
69
OH
. w /\/\/\/\/\l/
D
83
57
%l
71 o8
85
155
68 8
54 99 112
sl |58 7 & o " 126127 156
bl JJWMJ o E] I
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

[1-H;]-Undecanol:



EI-MS-Spektren AIV-91

100 57 _8.9E5
95 - 8.5E5
903 £ 8.0E5
851 - 7.6E5
80 £7.1E5
751 | £ 6.7E5
703 /\/\/\/\/\I/ F6.2E5
65 39 2 5.8E5
60 F5.3E5
553 F4.9E5
504 - 4.5E5
453 71 f4.0E5
403 £ 3.6E5
35_5 o o 3185
303 156 F2.785
25 £ 2.2E5
20 & 3 128 F1.8E5
153 283 }1.3E5
10 190 137 £8.984
53 114 157 F4.584
o] Lol | A . } . | 0.0E0

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 w/z

[1-°H1]-Undecyliodid (39)

100+ 58 324
)\ o DD
o)l\/\)<o|_|
“ 44 2
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57
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o 56 68
ok “ -_-t - | — miz

‘
48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 100 102 104

[5,5-°H,]-5-Hydroxypentanséureisopropylester (44)



AIV-92 EI-MS-Spektren

[y
'
3]
[e2}

213

(< N - e
o
=
(%21

6]
w
=
vl

185
145

LN I R R R R L L R Ay L RN RS Wy

o k= N W
w
2]
Ul

il

140 160 180 200

‘360 m/z

[5,5-°H,]-5-lodpentansaureisopropylester (40)
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rac-[5,5,6-’Hs]-Hexadecansaureisopropylester



EI-MS-Spektren AIV-93

1008 259 _6.2E6
953 F5.9E6
90 F5.6E6
85 £ 5.3E6
] D D 0 3

5% /W)WL o> 086
E OH Eo-

754 F4.7E6
) D ;

70_: 43 38 :_4.4E6
3 60 F

65 <8 F4.1E6
603 £3.7E6
55 F3.486
503 74 F3.1E6
453 £2.8E6
403 £ 2. 56

349 132 g

35_; 71 ;_2.2E6

304 F1.9E6
] 55 F

251 1 L 1.6E6
E 85 £

207 by 260 F1.2E6

15 I e 9385

E el I 100 188 26 7
103 liis il of 131 F6.2E5
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£ l §9 " 199 2T* F3.1E5
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rac-[5,5,6-"H;]-Hexadecansaure (38)

1008 56 70 ~1.1E7
953 F1.0E7
903 £ 9. 9E6

Y :
85 F9.3E6
1 69 :
so] [/ & - 8.8E6
757 F 3.2E6
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70; /\/\/\/\)\ :_7.7E6
653 1 ol F7.1E6
601 47 F 6.6E6
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503 98 12 £5.5E6
45_; 85 ;_4.9}36
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] il 113 :

257 | 8] £2.7E6
o] IB® P9 F2.2E6
= 54 o
153 61 ' 114 - 1.686

] V2 £

is E
10 b6 141 F1.1E6
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50 60 70 80 90 100 1lo 130 130 140 180 ‘160 170 180 190 200 m/z

[1-2H,]-Decanol (47)



AlV-94 EI-MS-Spektren
100+ 57 4.58e3
8
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I /\/\/\/\)\
% |
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54 ||| 59 67 7 l & 99
‘H ( M[HW (\1 Y R OO} -
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2 T

[1-“H4]-Decyliodid (48)

1008 57 - x30.00 _1.387
951 F1.287
904 F1.2E7
853 F1.1E7
80_; 202 ;_l.OE7
753 D (0] £9.8E6
703 Q//L\~/JL\ j)(:; F9.1E6
653 CoHs 9 49 - 8.5E6
603 e - 7.8E6
553 - 7.2E6

] 184 :
503 201 F6.5E6
45 F5.986
403 | 5.2E6
353 F4.6E6
30 £3.9E6
253 £3.3E6
20_: 4b3 243 ?2.6E6
153 - 2.086
103 130 185 220 253 " 1.3E6

] 141 15y 210 bog :
5 ] 1F2 | a0 2% ‘ ’ Jpa |258 269 L6585
01 gl l |III el L 111U PO PR [ USOO l’ wll, || TN P Pt 0.0E0

120 140 160 180 200 = 220 do " 260 280 300 m/z

[3-2H,]-Dodecansaure-tert-butylester (49)



EI-MS-Spektren

AlV-95

1004 I 1.25¢3
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56)
55| 69)
i D p_ D
I /\/\/\/\)\)<
83)
%-| B85
86
58 72 98
971
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67| 82 100
09|
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79 B8 9 o
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oLt L o AL s, 111 ‘wmﬂ ‘..‘wum,m‘mw 1 N 1 ‘ e
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[1,1,3-“Hs]-Dodecanol (50)
1004 57.0682 x50 1.03e4
% 71.0843
58.0751
72.0908
0823 1| sos2 299.1165
85.1007 297.1088
60,0854 88.1205
" 156.9479
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102.1365 1161531 300.1212
‘ ‘ 130.1682
‘ HH LHH H\H” JH\HH A\‘HH‘HA H.MH( Hh ] \.\H i “
0 BN B B L L s LR A s L L Ly Ny s s s A L A M A M s A A A A Al A s Rl A R A R A b AR L1 T4
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

[1,1,3-2Hs]-Dodecyliodid (51)



AIV-96 EI-MS-Spektren

100% 259 _2.8E6
951 £2.6E6
90 102 F2.586
85,5 D pbD 0 _2 .4E6
803 //L\v/)(\v//\\v/JL\ //L\\ 2286
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60 F1.7E6
553 60 F1.5E6
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35% . ;9.7E5
30 - 8.3E5
253 £ 6.9E5
20 71 F5.585
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E el I 1ob 16 on3 21 301 L 2.8E5
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o] " " ' i | 0. 0x0
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 250 300 320 340 n/z

rac-[5,5,7-*Hs]-Hexadecansaureisopropylester (52)

100% 259 _4.5E6
95 F4.386
90 F4.1E6
851 D DD 0 F3.8E6

: MOH 33 -6E6
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0 160 180 200 230 240 250 280 300 m/z

rac-[5,5,7-*Hs]-Hexadecansaure (53)



EI-MS-Spektren
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[3-2H,]-Hexans&uremethylester (55)
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87 /\/M(l
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50 60 70 80 90 100 110
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AIV-98 EI-MS-Spektren
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% //
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56 671 1 ( ol 00 l 197 130
. \“m‘ ﬂ“‘ i “‘ ‘!J‘l‘\m‘ JU J\H!m”‘ \‘\\“JM“ m‘\“ﬂ‘\ \“‘\‘Mh\“ el Lot \‘ | i
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[8,8-’H,]-Hexadec-6-insaure (60) als Methylester

1004 80 1.76e4
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154
79 o
~
/\/\/\/\/\/\)J\O
81
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e 107 111 1%
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Hexadec-6-insaure als Methylester



EI-MS-Spektren

AIV-99

74

100 8.43e3
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84
N COOH
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D D
61
83 %
]
% 238
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55 69 196
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99
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68 96
57 70
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(E)-[8,8-"H,]-Hexadec-6-ensaure (61) als Methylester
100 A 4.71e3
84 % le)
T )J\/\/\/\/\/\/\/\
HO =
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9|[ o5
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ﬂ 1 H ‘ ‘ 1
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(E)-Hexadec-6-ensaure (139)



AIV-100 EI-MS-Spektren
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84 o7
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(62)-[8,8->H,]-Hexadec-6-ensaure (62) als Methylester
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[6,6,7,7,8,8-?Hg]-Hexadecanséure (63)




EI-MS-Spektren AlIV-101
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[8,8-“H,]-Hexadecansaure (64)
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(72)-Hexadec-7-ensauremethylester (67b) als Methylester
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(2)-Hexadec-11-ensaureisopropylester (70)
100, 55 9.28¢3
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9
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70 o 9 -
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(2)-[2,2-*H,]-Hexadec-11-ensaure(71)



EI-MS-Spektren

AlV-103

100% 67 3.
953 F3.
903 F3.
853 F3.
80 — — — F3.
752 :

E 79 ?2.
703 2.
65] 79 2.
604 41 F2.
553 2.
50 b1 F1.
45_; 55 i_l.
40- EL F1.
35] | 132 F1
303 43 9 E1
251 59k 109 E9.
20] ' 165 ]

E 104 123 146 =7
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] . 119 3
104 65 7 160 259 E3.
] 147 174 3
5_: nno B4 N
03 1 Ao Fo.

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

(42,7Z,102)-Octadeca-4,7,10-triennitril (79)

100% 41 ——x5.00—_1
95 f1
903 F1
853 F1
803 F1
753 67 79 CoH4 COOH F1

] 80 g
704 43 -
65 Fo
603 -8
551 55 x:
501 E7

E 93 E
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E 91 :
40_: 1 F5
35,; 7 ;_5
30 Fa
253 p7 - 3
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] 147 :
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] 21 133 :
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(42,7Z,102)-Octadeca-4,7,10-triensaure (80)

8E6
6E6
4E6
2E6

o
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8E6
6E6
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3E6
1E6
9E6
TE6
5E6
3E6
1E6
4E5
5E5
6E5
8E5
9E5

0EQ
m/z

.5E7
.4E7
.3E7
.2E7
L2E7
L1E7
.0E7
.5E6
.7TE6
.0E6
.3E6
.5E6
.8E6
.1E6
.4E6
.6E6
.9E6
.2E6
.5E6
.3E5
.0E0



AlV-104 EI-MS-Spektren
100% _1.1E6
953 F1.1E6
901 sz -1.0E6
853 - 9.7E5
E (0} F
80 £9.1E5
E 93 — — — F
753 HO F8.6E5
. 70] £ 8. 0ES5
651 - 7.4E5
N £ 6.8E5
S 1 g
55 o] £6.3E5
503 £ 5.7E5
453 57 £5.1E5
403 )5 F4.6E5
] 106 :
353 166 - 4.0ES
307 po 1p7 - 3.4E5
257 71 09 g
221 1dg 161 -2.9E5
203 ko |11 |63 135 149 278 F2.3E5
E BS 119 51 E
153 b 13 I F1.785
10 160 k7 F1.1E5
] i 80 E
E 24 : 194 207 g
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(5Z,8Z,112)-Octadeca-5,8,11-triensaure (90)
100% 67 79 _1.287
951 F1.2E7
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803 ) o F1.087
754 41 93 HO = = = F9.386
70 o 5_8.7E6
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553 F6.8E6
50—; 136 ;_6.2E6
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] 5 r
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] 33 o :
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(7Z2,10Z,132)-Octadeca-7,10,13-triensaure (91)



EI-MS-Spektren AlIV-105

100% 79 _9.8E6
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903 L 8.8E6
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. P e e e F
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20 59 F2.0E6
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(82,11Z,142)-Octadeca-8,11,14-triensdure (92)
1001 & 152e4
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o 2 %5 136
53| . 9798 107
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(2S,3S5)-2,3-Epoxydecanol (100)



AIV-106 EI-MS-Spektren
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90 o D £3.486
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(2R,3R)-[3-H1]-Decan-1,2-diol (101)

100% 57 wx10. 00 _7.2E5
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(2R)-[2-°H;]-Nonan-1-al (102)



EI-MS-Spektren

AlV-107
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90 D F1.3E6
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] 84 98 CsHy4 v OH :_1 3E6
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] 8 153 g
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] 1 255 E
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(6R)-[6-"H4]-Tridec-4-ensaureisopropylester (103)
100 73 x50 4.13e3
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(6R)-[1,1,6-°H3]-Tridec-4-en-1-ol (104)



AlV-108 EI-MS-Spektren

1008, 311 1.6E6
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902 D b b 1.4E6
853 M 1.4E6
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(6R)-[1,1,6-2H3]-1-lod-tridec-4-en (105)
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5-Bromvaleriansaureisopropylester



EI-MS-Spektren AIV-109
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153 12 g 14 128 181 168 182 225 2da £ 8.9E4
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(11R)-[6,6,11-?H3]-Octadec-9-ensaureisopropylester (107)



AlV-110 EI-MS-Spektren
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953 £ 4.3E5
90] 7o D F4.1E5
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(11R)-[6,6,11-?H3]-Octadec-9-ensaure (108)




