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1 Einleitung

Die Verwendung von Biokatalysatoren bzw. Enzymen ist stark verkntpft mit der Ent-
wicklung des Menschen. Schon frihzeitig wurden Fermentationsprozesse genutzt,
um Lebensmittel haltbar zu machen oder Genussmittel herzustellen. Die dltesten
belegten Prozesse reichen bis 6.000 vor Christus. Schon zu dieser Zeit wurde durch
alkoholische Garung von Traubensaft oder verdinnten Honigsaften berauschende
Getranke zubereitet. Dartber hinaus konnten somit Lebensmittel in ihrer Haltbarkeit
deutlich erweitert werden und die Versorgung mit wichtigen Nahrstoffen auch abseits
der Erntezeiten gewahrleistet werden. Des Weiteren benutzte man seit jeher auch
fur die Herstellung von Bier, Kase, Essig oder Brot und vielen weiteren Lebensmittel
Biokatalysatoren. Das Wissen Uber diese und andere Biokatalysatoren hat sich dabei
in den letzten Jahrhunderten rasch vermehrt. Der Physiker Antoni van Leeuwenhoek
war einer der ersten Wissenschaftler, der 1676 Mikroorganismen in Lebensmitteln
nachwies (Hefen in Bier), diese aber nicht mit den Prozessen der Fermentation in
Zusammenhang brachte. Erst viel spater, durch die Arbeiten der Biologen Theoedor
Schwann und Friedrich Traugott Kitzing im 19. Jahrhundert, wurden Mikroorganismen
mit diesen Prozessen in Verbindung gebracht. Schlussendlich war es jedoch Louis
Pasteur der die Mikroorganismen direkt fur die Fermentation verantwortlich mach-
te, welche nicht nur Alkohol produzierten, sondern viele weitere Subtanzen wie z. B.
Milchsaure, Glycerin oder Kohlendioxid.™

Heutzutage sind Produkte die durch oder mit Hilfe von Mikroorganismen hergestellt
wurden aus der Wirtschaft und Wissenschaft nicht mehr wegzudenken und aus den
Arbeiten der Wissenschaftler des 19. und 20. Jahrhunderts hat sich im Laufe der Zeit
die Biotechnologie (BT) entwickelt, welche breite Anwendung in der Medizin (rote BT),
Industrie (weiBe BT) und Landwirtschaft (griine BT) findet.

Die weiBe BT ist dabei ein sehr interessantes Werkzeug fur die Herstellung von Fein-
chemikalien. Dabei werden ganze Mikroorganismen oder Fragmente (z.B. Zellwan-
de) dieser verwendet, aber auch extrahierte Enzyme werden eingesetzt. Das Verwen-
den von Biokatalysatoren hat dabei mehrere Vorteile. Zum einen kdnnen Reaktionen

durchgefuhrt werden, die mittels normaler chemischer Synthese nicht oder nur sehr



schwer durchfihrbar waren, da Biokatalysatoren chemische Reaktionen unter deutlich
milderen Bedingungen ermdglichen (pH-Wert, Temperatur, Druck oder Ausschluss
organischer Losungsmittel) und zum anderen besitzen viele der Biokatalysatoren die
Fahigkeit stereo-, enantio- oder regioselektive Umsetzungen zu katalysieren. Durch die
genannten Vorteile ist es moglich Ausbeuten zu erhdhen oder mehrstufige Synthesen
zu verkurzen und letztendlich Produkte unter 6konomisch besseren Gesichtspunkten
herzustellen und die Natur zu schonen. 23]

Die griine BT nutzt vor allem der Pflanzen und hat groRen Einfluss auf die Landwirt-
schaft. So ist zum Beispiel die gezielte Zucht von ertragreicheren oder widerstands-
fahigeren Nutzpflanzen ein Zweig dieser Biotechnologie. Auch dies wird schon seit
Urzeiten von Menschen durchgefiihrt. So hat der Mensch zum Beispiel aus einfachen
Grasern durch gezielte Selektion der besten Sorten unsere heutigen Getreidesorten
entwickelt. Eine Weiterentwicklung dieses Prozesses ist die gezielte Genmanipulation,
welche jedoch stark auf Kritik durch Landwirtschaft und Bevélkerung stof3t.

Neben dieser starken industriellen Bedeutung der Biokatalysatoren rickte auch die
Diagnose von Enzymen bzw. deren Manipulation der Aktivitat in den letzten Jahren in
den Vordergrund, woraus sich die rote BT entwickelte. Zur Diagnose und Behandlung
von Krankheiten sind Enzyme immer mehr in den Fokus gertckt, da viele Krankheiten
durch die falsche Regulation der enzymatischen Aktivitat im Organismus ausgeldst wer-
den. Diese allgemein als Stoffwechselstérung bezeichnete Fehlfunktion von Enzymen
bedingen ein Ungleichgewicht verschiedener Substanzen im Organismus und somit
zum Ausbrechen einer Krankheit. Daruber hinaus waren viele analytische Prozesse in
der klinischen Diagnostik ohne isolierte Enzyme nicht méglich.

Aufgrund dieser mannigfaltigen Bedeutsamkeit der Enzyme wird auf diesem Gebiet
intensive Forschung betrieben, wodurch das Wissen um die Funktionen, Bedeutungen
und Anwendungen der Enzyme mittlerweile stark angestiegen ist, aber dennoch nicht
vollkommen ausgeschopft wurde. Darum ist es von Interesse weiter diagnostische und
manipulative Werkzeuge fur Enzyme zu entwickeln. Im Rahmen dieser Arbeit wird dazu
eine besondere Klasse von Verbindungen aus einer Grunalge vorgestellt und weiter-
entwickelt. Diese Substanz zeigte in Studien verschiedener Forschungsgruppen inter-

essante Moglichkeiten mit Proteinen zu interagieren. So konnte gezeigt werden, dass
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Oxidasen, wie Lipoxygenasent- und Xanthinoxidasen!”! in ihrer Wirkung gehemmt
werden; aber auch Reaktionen mit Proteinen®° und Enzymen!" waren mit dieser
Substanz moglich. Diese Erkenntnisse sollen in dieser Arbeit erweitert und vertieft
werden. In den Kapiteln des ersten Teiles werden dazu die Gruppe der lipolytischen
Enzyme vorgestellt und etablierte sowie neuartige Konzepte der Esterasenanalytik dis-
kutiert, wohingegen im zweiten Teil Lipoxygenasen sowie deren Inhibitoren dargestellt

werden.

Teil I

1.1 Carboxylesterhydrolasen
1.1.1 Esterasen

Esterasen (EC 3.1.1.1) sind hydrolytisch aktive Enzyme, welche die Spaltung von Estern
in wassrigen Medien zum Alkohol und der Saure katalysieren, wobei auch Ester von
mehrwertigen Alkoholen (z. B. Glycerin) als Substrat akzeptiert werden. Abbildung 1
zeigt die dabei ablaufende Umwandlung. Der Ester auf der linken Seite wird durch
Insertion des Wassermolekils gespalten und es entstehen die Reaktionsprodukte auf
der rechten Seite. Da bei dieser enzymatischen Katalyse besonderes die Hydroxyfunk-
tion der Aminosaure Serin im Enzym eine elementare Rolle einnimmt, werden diese

auch den Serinhydrolasen zugeordnet.

e) Esterase/Lipase e) -
' + H O ~ + -
AN R 2 Ao HO
Abbildung 1: Aligemeine Darstellung der lipolytischen Aktivitat von Esterasen bzw. Lipasen.
Die Esterbindung wird hydrolysiert und es entstehen die entsprechende Sdure und ein
Alhohol. Die Rickreaktion ist dabei genauso mdglich und kann durch die Abwesenheit von
Wasser (z.B. in organischen Losungsmitteln) bevorzugt werden.

Esterasen besitzt ein sehr breites Substratspektrum, wobei es sogar Uberlappung
der Reaktivitat mit Amidasen und Thioesterasen gibt, da diese auf ahnlichen katalyti-
schen Prinzipien beruhen. Esterasen findet man in tierischen Organismen vor allem
im endoplasmatischen Reticulum bzw. im Cytosol sowie in der Leber.'" Besonders in

der Leber wird ihnen dabei eine groRe Rolle bei der Detoxifizierung von Giften und
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Xenobiotika zugesprochen, indem sie diese kdrperfremden Stoffe durch Hydrolyse
stark in ihrer Wirkungsweise abschwéchen.!"I Darum sind diese Enzyme auch relativ
substratunspezifisch, um ein moglichst grolRes Spektrum an unbekannten Substanzen
zu metabolisieren. Diese Substratunspezifitat fihrt allerdings auch zum raschen Abbau
von Medikamenten. Auf Grund dessen sind Esterasen, vor allem die leberassoziierten,
im Fokus vieler Pharmazeutika, um deren Aktivitat zu mindern, da es so maoglich ist die
Medikation zu verringern, ohne die Wirkung der Medikamente einzuschranken. 12131
Des Weiteren sind Uber- oder Unterfunktionen von Esterasen mit einigen Krankheitsbil-
dern wie Fettsucht und Insulinresistenz!'¥, Leukamie!'™®!, dem Wolman-Syndrom!”},

sowie mit Entzindungsvorgangen!'® verknupft.

A

Asp

His His

Asp

His His

Abbildung 2: Schematisch vereinfachte Darstellung der aktiven Tasche mit katalytischer Triade
der Serinhydrolasen. Durch die Anordnung der Aminosauren Asparaginsdure (Asp), Histidin
(His) und Serin (Ser) liegt die Alkoholfunktion des Serin formal deprotoniert vor (A). Zudem
Bilden zwei Amidstickstoffe aus dem Proteinriickgrad das Oxyanionenloch E. Gelangt ein
Ester in die aktive Tasche greift das Alkoholat des Serins an dem Carbonylkohlenstoff des
Esters an (B). Aus dem gebildeten tetraedrischen Intermediat kann der Alkohol die Bindung
zum Ester |6sen und die Tasche verlassen (C). Durch Hydrolyse des acylierten Enzyms wird
anschlieBend ebenfalls die Saure freigelassen und durch Protonenubertragung des Serins
an den Imidazolring des Histidins (His) steht das Enzym flr die nachste Hydrolyse zur
Verfligung (D).

Die enzymatische Aktivitat der Esterasen ist begriindet durch eine katalytische Triade.
Diese besteht aus den Aminosduren Asparagin- oder Glutaminsaure, Histidin und Serin.
Die Hydroxygruppe des Serins liegt formal deprotoniert vor, da der Imidazolring des

raumlich benachbarten Histidins das Proton der Serins abstrahiert. Der Imidazolring
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wiederum wird durch die Carboxylfunktion der Asparagin- oder Glutaminsaure depro-
toniert (Siehe Abb. 2 A). Tritt nun ein Substratmolekdl in die aktive Tasche ein, greift
das Alkoholat des Serins am elektrophilen Carboxylkohlenstoff des Substrates an und
bildet mit diesem einen intermedidren Orthoester (Abb. 2 B). Dieses tetraedrische und
zudem negativ geladene Zwischenprodukt wird durch zwei Amide des Proteinruckrra-
des stabilisiert. In diesem Ubergangszustand kann der Alkohol die chemische Bin-
dung zur Carbonsaure l6sen und die aktive Tasche verlassen (Abb. 2 C). AnschlieBend
wird der am Serin gebundene Ester hydrolytisch abgespalten und das Enzym steht,
nach Protonenubertragung von Serin zu Histidin, fir den nachsten Katalysezyklus zur
Verfugung.

Obwohl viele verschiedene Esterasen in vielen Organismen vom einfachen Einzeller
bis hin zum Saugetier bekannt sind, ist die katalytische Triade bei fast allen wieder-
zufinden. Dennoch gibt es Abweichungen von dieser Schlusselstruktur. Vor allem die
Asparaginsaure ist variabel. So zeigt zum Beispiel eine Lipase aus Pseudomonas glu-
mae nach Austausch des Asparaginsaure gegen Alanin immernoch hohe Aktivitat!'!
und eine Esterase aus Streptomyces scabies weist nur eine katalytische Dyade auf!2?,
in welcher ein Sauerstoffmolekil eines Thryptophans des Proteinruckrads die Aufgabe
der sauren Aminosdure ubernimmt. Trotz dieser Ausnahmen haben alle Esterasen
eine dhnliche 3D-Struktur, aufgebaut aus «-Helices und B-Faltblattern. Dieses o/f3-
Hydrolasefaltungmotiv ist in allen Serinhydrolasen wiederzufinden, bei dem beide
Strukturelemente antiparallel in der Quartarstruktur ausgerichtet sind (siehe Abb. 3).
Verknupft werden diese durch Random Coils, auf denen sich die Aminosauren der
katalytischen Triade befinden. Interessanterweise sind die angrenzenden Aminosauren
des aktiven Serins dabei immer gleich. Dieses findet sich immer in einem Pentapeptid
mit der Abfolge: Gyl-X-Ser-X-Gly (Gly - Glycin; X - beliebige Aminosadure; Ser - aktives
Serin).

Die Spezifitdt und Enantiomerenselektivitat vieler Esterasen kommt dabei durch Un-
terschiede im Auftreten der antiparallel ausgerichteten Strukturelemente (zusatzliche
Helices oder Faltblatter) zustande. Dadurch kommt es zu individuellen Ausbildung
der aktiven Taschen und des Oxyanionenloches!??, die favorisierend fiir bestimmte

Substrate geformt bzw. positioniert sind. Dieses Schlissel-Schloss-Prinzip erlaubt es
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Abbildung 3: «/ B-Hydrolasefaltungmotiv der Serinhydrolasen Die Zylinder reprasentieren
a-Helices und die Pfeile B-Faltblatter. Die schwarzen Punkte markieren die Position der
Aminosduren der katalytischen Triade Abbildung aus: D. L. Ollis etal., Protein Engineering
1992, 5, 197-211.121]

nur den passenden Substraten in der aktiven Tasche die richtige Ausrichtung fur die
Hydrolyse einzunehmen. Kazlauskas etal. haben hierfur Regeln aufstellt, die eine
Vorhersage fir die Enantioselektivitat geben. Dabei spielt die Grol3e der Substrate eine
ubergeordnete Rolle fur die Enantioselektivitat. Durch geschickten Austausch der Sub-
stituenten auf der Carbonsdure- oder Alkohlseite kann der Enantiomereniiberschuss
so drastisch flr eine bestimmte Reaktion erhoht werden. 23]

Diese bemerkenswerte Selektivitat macht sich unter anderem die industrielle Bio-
technologie (weilRe Biotechnologie) zu nutze, um unter besten 6konomischen Gesichts-
punkten Medikamente zu produzieren. Viele chemische Reaktionen scheitern zumeist
daran, enantiomerenreine Wirkstoffe zu produzieren, wobei das unerwunschte En-
antiomer keine oder auch toxische oder fatale Nebenwirkungen (z.B. Contergan)
auf Organismen haben kann. Die Gruppe der Carboxylesterhydrolasen (darunter die
Esterasen und auch Lipasen) ist dabei eine der am haufigsten genutzten Enzyme,
da diese keinerlei Kofaktoren benétigen, die wahrend der Reaktion recycelt werden
oder kontinuierlich zugegeben werden mussten. Diese Prozesse sind dabei so effek-
tiv (hinsichtlich Ausbeute und Selektivitat), dass mit Hilfe dieser Enzymklasse jedes
Jahr mehrere Tausend Tonnen an biotechnologisch hergestellten Produkten erzeugt

werden. 24
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1.1.2 Lipasen

Lipasen (EC 3.1.1.3) gehdren wie die zuvor thematisierten Esterasen zu den hydroly-
tisch aktiven Enzymen und sind nur schwer von den Esterasen unterscheidbar. Den
Esterasen gemeinsam sind Lipasen ebenfalls nach dem «/p-Hydrolasefaltungmotiv
aufgebaut und besitzen eine katalytische Triade aus Serin, Histidin und einer sauren
Aminosaure. Beide Enzymklassen lassen sich jedoch nach der Subtratspezifitat und
der Aktivierung unterscheiden. Lipasen bevorzugen wasserunldsliche Subtrate, wie
Triacylglycerole von langkettigen Fettsauren. Da diese Reaktivitat allerdings auch von
einigen Esterasen bekannt ist, reicht dieses Kriterium nicht fur eine Unterscheidung
aus. Ein weitaus besseres Unterscheidungsmerkmal ist das Auftreten eines Deckels bei
Lipasen (siehe Abb. 4), der Gber der aktiven Tasche positioniert ist und den Zugang zur
katalytischen Triade versperrt. Dieser Deckel ist ein amphiphiles Peptidstiick, der bei
Anlagerung der Lipase an eine Grenzfliche (z. B. zwischen Ol und Wasser) verschoben
wird und den Zugang zum katalytischen Zentrum freigibt.[?>26 Dadurch bedingt sich
ebenfalls, dass die Aktivitat einer Lipase nicht von der Subtratkonzentration abhangig
ist, sondern von der Oberflache der Phasengrenze, an welcher der Deckel der Lipa-
se geoffnet wird. DarUber hinaus bendétigen Lipasen eine Mindestkonzentration des

Subtrates, um hydrolytische Aktivitat zu zeigen.?”]

geschlossen B offen

Abbildung 4: Deckelstrukturen der Lipase aus Mucor miehei. In der geschlossenen Form (A)
ist der Weg zum Serin der katalytischen Triade (gelb, rechts) blockiert, lagert sich allerdings
die Lipase an eine Grenzflache an (B), wird die amphiphile «-Helix umgeklappt und die
Subtrate kdnnen das Serin erreichen. Abbildung nach Schmid und Verger aus Angewandte
Chemie 1998, 110, 1694-1720. 28]
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Neue Studien zu Esterasen und Lipasen zeigten jedoch auf, dass auch die zuvor
genannten Unterscheidungsmerkmale nur bedingt valide sind. So wurden Lipasen
gefunden, welche keine Deckelstruktur?>3% oder GrenzflachenaktivierungB" aufwei-
sen und Esterasen entdeckt, welche einen Deckel Giber der aktiven Tasche!®? besitzen.
Aufgrund dieser vielen UnregelmaRigkeiten werden beide Enzymklassen allgemein als
lipolytische Enzyme zusammengefasst und eine oberflachliche Einteilung kann nach
den bevorzugten Substraten vorgenommen werden. Demnach hydrolysieren Lipasen
bevorzugend Glycerinester langkettiger Fettsduren und Esterasen spalten vor allem
Ester kurzer Carboxylsauren. !

Grundlage dieser tiefgehenden Erkenntnisse Uber die lipolytischen Enzyme sind
vielfaltige Analtikverfahren, welche sich von der einfachen Farbetechniken fur die
Mikroskopie bis hin zu hochspezifischen Sonden fiur Enzyme entwickelten. In den

folgenden Kapiteln werden diese vorgestellt.

1.2 Esterasen- und Lipasenanalytik
1.2.1 Histologische Anfarbung biologischen Materials

Die Gewebelehre (Histologie) arbeitet mit der optischen Beurteilung von Gewebe-
proben in verschiedenen Zustanden. Dazu werden millimeterdinne Schnitte mittels
verschiedener Chemikalien gefarbt und mit einem Lichtmikroskop ausgewertet. Die
alteste Farbemethode der Histologie ist die Hamatoxylin-Eosin-Farbung, bei der ein
Polyphenol eingesetzt wird, womit eine Kompartimentierung in den Zellen sichtbar
wird.¥ Des Weiteren gibt es verschiedenste Farbstoffe, welche saure, basische und
auch neutral geladene Bestandteile der Zellen einfarben. 3]

Bei diesen Techniken werden nur grobe Kompartimentierungen der Zelle sichtbar
und es kann keinerlei enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden. Allerdings wur-
den fur viele Enzyme bereits verschiedene Ansatze zur Lokalisierung entwickelt. Erste
Untersuchungen von hydrolytischer Aktivitat in Gewebe wurden von Gomori etal.
um das Jahr 1940 entwickelt. Hierbei wurden Phosphatasen %371 und Phosphoamida-
sen38 {(iber schwerlosliche Salze von gebildeten Phosphaten, welche anschlieRend in

farbige Metallsulfide umgewandelt wurden, sichtbar gemacht. Dieses Prinzip wurde
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ebenfalls von Gomori auf Cholinesterasen!®®! und Lipasen® adaptiert, womit erst-
mals carbonsdureesterhydrolysierende Enzyme lokalisiert werden konnten. Auf diesen
Arbeiten haben auch andere Forschungsgruppen diese Techniken angewendet, um
zum Beispiel die Aktivitat von Phosphatasen in Mausedarm zu untersuchen.®! Eine
weitere Methode, um hydrolytische Aktivitat nachzuweisen, ist die Verwendung von
Naphtholderivaten, welche mit verschiedenen Carbonsauren verestert wurden (1).
Hierbei wurde das freigesetzte Naphthol (2) in situ mit einem Diazoniumsalz (3) in
einen farbigen Azofarbstoff (4) Gberfiihrt (siehe Abb. 5 A).1? Allerdings beinhaltete
diese Methode Schwierigkeiten, da die Azotierung weitere Chemikalien voraussetzte

und zudem diffusionsabhangig ist.

A "N, NO,
O\n/R Hydrolyse OH

NO

o ‘ H : 2

1 2
/\5 o4  Oxidation und o
B 0] o Hydrolyse N Dimerisierung O N O
6 7

5

Abbildung 5: In der Histologie verwendete chromogene Substanzen zur Lokalisierung von lipo-
lytischen Enzymen. Der Rest R in beiden Substanzen 1 und 5 ist flexibel und reprasentiert
eine kurzkettige oder eine langkettige Carboxylsdure. Durch die Hydrolyse der Ester 1 bzw.
5 und die Folgereaktion entstehen die wasserunldslichen und farbigen Substanzen 4 bzw.
7, welche eine Lokalisierung der Hydrolyseaktivitat erlauben.

Um eine neue, weniger komplizierte Methode der Lokalisierung lipolytischen Ak-
tivitat zu entwickeln, benutzte Holt im Jahre 1952 erstmals Indoxylderivate (5).13!
Holt nutzte analog zu Gomori ein nicht farbiges Molekil 5, das durch hydrolytische
Aktivitat in eine oxidations-labile Spezies 6 Uberfuhrt wird (siehe Abb. 5 B). Durch die
Sauerstoff-vermittelte Oxidation von 6 und anschlieBende Dimerisierung entsteht der
tiefblaue Farbstoff Indigo (7), welcher im wassrigen Milieu der Zelle ausfallt und die

Lokalisierung der Hydrolase zuldsst.



10 Einleitung - Activity Based Protein Profiling

1.2.2 Quantitative Detektion mittels Photospektrometrie

(0]
\'\\‘O o Hydrolyse 0, OH
; N— H—oH + R
o J—R g o>/_
@)
8 9

Abbildung 6: Photospektrometrische Detektion der lipolytischen Aktivitat. Die farblosen Ester
8 werden in das gelb gefarbte 9 tGberfihrt.

Ein sehr weitverbreitetes und einfaches Verfahren ist der Einsatz von kduflich erwerb-
baren p-Nitrophenylestern von Carboxylsauren verschiedener Langen (8).14 Dabei
entsteht aus dem farblosen Ester 8 durch Hydrolyse das gelbgefarbte p-Nitrophenol
(9), dessen Absorbtion zeitlich aufgeldst gemessen wird. Durch den Einsatz von Micro-
titerplatten kann dabei eine hohe Parallelisierung betrieben werden.*! AnschlieRend
kann mittels mathematischer Auswertung die Hydrolyseaktivitat quantitativ erfasst
werden. Bei diesem Ansatz ist es sogar moglich zwischen Esterasen (z.B. R= Ace-
tate und Butyrate Abb. 6) und Lipasen (z.B. R= Laurate und Stearate Abb. 6) zu
unterscheiden, indem verschieden langkettige Ester des p-Nitrophenols (8) eingesetzt
werden. Allerdings zeigen die kurzkettigen Ester, vor allem die Acetate, haufig Pseu-
dohydrolaseaktivitaten an. So ist bekannt, dass diese kurzkettigen Ester auch durch
nicht spezifische Hydrolasen“®47], als auch durch enzymatisch inaktive Proteine, wie
Serumalbuminet®-5% und Insulin®”], gespalten werden kénnen.

Des Weiteren werden Naphtholester (1), ahnlich der histologischen Anfarbung, zur
quantitativen Bestimmung der Hydrolaseaktivitat benutzt.>'>? Allerdings ist auch
hier ein zusatzlicher Schritt in Form einer Diazotierung fiir die photospektrometrische

Auswertung notwendig.

1.3 Activity Based Protein Profiling

Activity Based Protein Profiling (ABPP) beschreibt die Untersuchung des Proteoms
von Organismen unter verschiedenen Einflissen und Faktoren. Durch vergleichende
Analytik, zum Beispiel von gesunden und kranken Zustanden, kann man Unterschiede
aufzeigen und so eine diagnostische Einschatzung geben. Durch genaue Untersuchung

der Unterschiede (z. B. LC-MS gestltzte Proteinsequenzierung), der hoch- oder herun-
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terregulierten Enzyme oder Proteine, kann die Ursache flr eine Veranderung bestimmt
werden. Als Standardanalytik hat sich dabei die eindimensionale und auch die zwei-
dimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese etabliert, aber auch neuere Verfahren
der Flussigkeitschromatographie werden angewendet. >34

Die Grundlagen dieses Prinzipes wurden in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts
durch Arbeiten der Arbeitsgruppen um Walker™! und Powers®>" erarbeitet und
durch Cravatt®™¥, Bogyo 8> und Sieber®® zum heutigen ABPP weiterentwickelt.
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Abbildung 7: Zwei Prinzipien der ABPP-Strategie. A: Vergleichendes ABPP: Hierbei werden
verschiedene Proteome mit einer ABP-Sonde inkubiert. Durch den Vergleich von verschie-
denen Zustanden (z.B. krank - gesund) konnen Krankheiten diagnostiziert werden. B:
Kompetitives ABPP: Die ABP-Sonde wird mit anderen Inhibitoren koinkubiert. Dadurch
konnen neue Inhibitoren gefunden werden. Nach Cravatt etal. Abbildung aus: B. F. Cravatt,

A. T. Wright, J. W. Kozarich, Annu Rev Biochem 2008, 77, 383-414.

Das Verfahren des ABPP basiert grundlegend auf den Einsatz von spezifischen In-
hibitoren, die eine kovalente (auch koordinative) Bindung mit dem Enzym eingehen.
Erst durch das Verstandnis des Mechanismus der einzelnen Enzyme konnten malige-
schneiderte Inhibitoren und damit Sonden fir verschiedenste Enzymklassen erstellt
werden.[®! Viele der eingesetzten ABP-Sonden (Inhibitoren) sind Elektrophile, die mit
den nukleophilen Resten der aktiven Tasche der Enzyme reagieren (siehe Abb. 7 A).
Durch die Verbindung des ABPP Prinzipes mit der hohen Parallelisierbarkeit der Gel-
elektrophorese konnen verschiedene Zustande eines Proteoms schnell und effizient

verglichen werden. Dabei werden die Proteome von unterschiedlichen biologischen
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Einflissen, wie die Zugabe von exogenen Substanzen oder Krankheiten miteinan-
der verglichen und die Aktivitat der Enzyme detektiert. Daraus kdnnen die Ursachen
oder die Auswirkung der Veranderung bzw. der Krankheit abgelesen bzw. analysieren
werden. Durch anschlieBende Sequenzierung der markierten Enzyme mit modernen
Sequenzierungstechniken kénnen die verantwortlichen Enzyme identifiziert werden
und Therapien entwickelt werden.

Dieser vergleichenden Methode steht die Kompetitetive gegentber (siehe Abb. 7 B).
Hierbei werden bekannte ABP-Sonden (Inhibitoren) zusammen mit weiteren potenti-
ellen Inhibitoren in einem Proteom inkubiert. Beide Sonden konkurrieren daraufhin,
mit dem Enzym zu reagieren. Auf Grundlage der spezifischen Abschwachung der Mar-
kierung der Enzymbanden durch die ABP-Sonden konnen die neuen Inhibitoren auf

ihre Starke und Spezifitat untersucht werden und unter Umstanden neue ABP-Sonden
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Abbildung 8: Prinzipieller Aufbau der ABPP-Sonden nach Cravatt, mit Unterteilung der drei
elementaren Bausteine. Die untere Abbildung zeigt die Wirkungsweise der Serinhydrola-
sesonden nach Cravatt. Abbildung aus: S. A. Sieber, B. F. Cravatt, Chem Commun 2006,
2311-2319.

ABP-Sonden bestehen im wesentlichen aus drei Teilstrukturen: einer reaktiven
Gruppe (RG), einem verbindenden Spacer und einem Reporter fur die Analyse. Die
reaktive Gruppe ist die wichtigste und am wenigsten variable Komponente der ABP-

Sonden. Die RG bestimmt im groRRten MalRe die Enzymselektivitat und ist verantwortlich
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fur die Bindung zum Enzym. Grundlegend gibt es zwei verschiedene Strategien eine
Bindung zu mit dem Enzym aufzubauen, wobei immer die katalytische Aktivitat des
Enzyms ausgenutzt wird. In der Mechanismus-basierten Strategie wird das nukleophile
Zentrum der Enzyme ausgenutzt, um eine Bindung herzustellen. Innerhalb einer
Enzymfamilie ist dieses Zentrum stark konserviert und dient als Erkennungsmerkmal.
Als RG werden meist Elektrophile eingesetzt, die eine gute Abgangsgruppe beherbergen
oder durch das Enzym zu einem starken elektrophil umgewandelt werden.

Die zweite Strategie der Ausbildung einer Bindung mit dem Enzym zielt auf katalyti-
sche Zentren, welche keine kovalente Bindung mit ihrem Substrat ausbilden. So besit-
zen viele Enzyme als ein komplexiertes Metallion in der aktiven Tasche, an welchem
die katalytische Umsetzung der Subtrate erfolgt. Die eingesetzten RG dieser Gruppe
bilden deswegen ebenfalls nur eine koordinative Bindung mit dem Enzym aus, die
bei anschlieBenden Aufreinigungschritten und Analysen gespalten wird. Um dennoch
eine kovalente Bindung mit dem Enyzm einzugehen, besitzen diese ABP-Sonden einen
photoaktivierbaren Linker (PAL).[%?! Dieser bildet nach Aktivierung mit Licht meist ein
Radikal aus, welches mit umliegenden Gruppen in der aktiven Tasche reagiert und so
irreversibel RG und Enzym bindet.

Der Spacer ist das Bindeglied zwischen RG und Reportermolekil. Durch dieses
Teilstuck kann die Hydrophilie bzw. Lipophilie der ABP-Sonden eingestellt werden.
Daruber hinaus kdnnen sterische Hinderungen der Reporters minimiert werden, falls
ein zu kurzer Spacer das Eindringen der RG in die aktive Tasche verhindert.

Der Reporter (Tag) ist der fur die anschlieBende Analytik notwendige Baustein. Er ist
sehr variabel und maRgeschneidert fur die gewahlte Messmethode, darf aber keinerlei
Wechselwirkung mit dem Enzym eingehen. Als Reporter werden haufig Fluorophore,
Reste mit einem leicht zuordenbaren Massenspektrum (z. B. Brom) oder nachtraglich
koppelbare Gruppen (Azid, terminale Dreifachbindung) verwendet.

Nach dem Prinzip des ABPP, einen spezifischen Enzyminhibitor Gber einen Spacer
mit einem Reportermolekul zu verbinden, wurden vielfaltige Sonden entwickelt.
So war zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit ein breites Spektrum an ABP-
Sonden verfligbar, welche Serinhydrolasen!®3-¢! (Lipasen, Esterasen, Proteasen), Cy-

steinproteasen'®”%8 Metalloproteasen!®®7%, Kinasen”'-73, Glycosidasen’473], Cyto-
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chrom P45017%771, Phospatasen’®79 und viele weitere®® adressieren. Auf all diese
einzelnen Ansatze kann hier nicht eingegangen werden, jedoch sind vorallem die
Strategien der, zu den Serinhydrolasen zugehorigen, Esterasen und Lipasen fir diese
Arbeit interessant.

Schon 1957 gab es erste Untersuchungen der lipolytischen Aktivitat in Mauselebern
von Hunter und Markert nach einem dhnlichen Prinzip wie das moderne ABPP.8"! Dabei
wurden die histochemischen Methoden von Gomori®4 mit dem chromatographischen
Verfahren der Gelelektrophorese verknipft, um ein Zymogram® des untersuchten
Gewebes zu erhalten. So konnte in einem Starkegel nach erfolgter elektrophoretischer
Auftrennung der nativen Proteine und Enzyme, mittels Naphtholester direkt Esterasen
als einzelne farbige Banden sichtbar gemacht werden. Durch Zugabe von Lipasen und
Esterase-spezifischen Inhibitoren konnten Hunter und Markert zudem die gefarbten
Banden diesen Enzymklassen zuordnen, wodurch die erstmals nach dem kompetitiven
ABPP-Prinzip arbeiteten.

1.3.1 Viergliedrige Lactone als ABP-Sonden fiir Serinhydrolasen
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Abbildung 9: Inhibierungsreaktionen der Serinhydrolasen durch B-Lactone. Im oberen Fall
(a) greift das Serin nukleophil am Carbonylkohlenstoff an. Der darauf folgende, aber nicht
abgebildete, Hydrolyseschritt ist stark gghemmt. Im unteren Fall (b) findet der nukleophile
Angriff am Alkoholkohlenstoff der zyklischen Lactons statt. Bei dieser Reaktion ist das
Enzym irreversibel inhibiert. Nach Cravatt etal. Abbildung aus: T. Bottcher, S. A. Sieber,
Medchemcomm 2012, 3, 408-417.

'Eine Technik bei der eine elektrophoretische Auftrennung der nativen Enzyme durchgefiihrt wird.
Sodass die Proteine und aktiven Enzyme ortlich von einander getrennt sind. Zur Anfarbung ein-
zelner Enzymklassen wird das Gel mit den aus der Histochemie bekannten Farbemitteln inkubiert.
AnschlieBend wird das Farbereagenz ausgewaschen und es werden die Banden sichtbar, an denen
die Enzyme das Farbereagenz umgewandelt haben. Das so erhaltene Muster der farbigen Banden
ist das Zymogram.
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Alle ABP-Sonden der Serinhydrolasen sind der Gruppe des Mechanismus-
basierenden ABPP zuzuordnen. Ziel dieser Sonden ist das formal gebildete Alko-
holat des Serins der katalytischen Triade. Grundlegend wird bei allen Sonden der
katalytische Zyklus unterbrochen, indem das Stadium des tetraedrischen Intermedia-
tes (Abb. 2 B) gehalten wird bzw. nicht gespalten werden kann. Béttcher und Sieber
konnten im Jahre 2008 mit Hilfe von fluoreszenten B-Lactonen 10a-c einige Esterasen
mit der Stategie des ABPP markieren und indentifizieren. #9831 Abgeleitet waren diese
von naturlich vorkommenden zyklischen viergliedrigen Estern oder Amiden, wie sie
z.B. in Antibiotika wiederzufinden sind. Bei dieser Art ABP-Sonden liegt ein stark
gespannter Ring zugrunde, welcher bei der Hydrolyse 95 kJ/mol bis 130 kJ/mol freisetzt
und so die grolRe Reaktivitat gegenuber Serinhydrolasen bestimmt. Interessanterweise
gibt es bei den verwendeten -Lactonen zwei Wege der Inhibitorwirkung. Der haufiger
zu beobachtende Reaktionsmechanismus am aktiven Serin ist in Abb. 9 Reaktion a)
dargestellt, in dem das Lacton gedffnet wird und das Enzym im acylierten Stadium (vgl.
Abb. 2 C) gehalten wird. Kristallograpische und kinetische Untersuchungen verschiede-
ner Autoren zeigten, dass unterschiedliche Faktoren die Hydrolyse in diesem Stadium
unterbinden. So verdrangt der Inhibitor das hydrolytische Wassermolekl 483, wo-
durch kein Angriff am Acylkohlenstoff stattfinden kann oder die ABP-Sonde geht starke
Wechselwirkungen in der aktiven Tasche ein.!®® Der Inhibitor kann auch Strukturelle
Veranderungen der aktiven Tasche erzwingen®’!, welche eine Hydrolyse ebenfalls
unterdrucken. Der zweite Mechanismus der Inhibierung von Serinhydrolasen durch
B-Lactone ist in Abb. 9 Reaktion b) dargestellt. Die ABP-Sonde wird vom aktiven Serin
nicht am Acylkohlenstoff angegriffen, sondern an der 3-Position (Position 4). Dadurch
kommt es zu einer Etherbildung die vom Katalysezyklus des Enzyms nicht gespalten
werden kann. Dieser Mechanismus der Alkylierung des aktiven Serins wird haufig bei
B-Lactonen mit kleinen Seitenketten beobachtet (Abb 9 Ry bzw. R;). Aufgrund dessen
sind B-Lactone zum groRten Teil reversible Inhibitoren fur Serinhydrolasen, da die
bevorzugte Bindung mit dem Enzym Utber die Acylierung erfolgt (Abb 9 Rkt. a). Dennoch
reicht die Zerfallsrate von ca. 20 h®! p-Lactone als ABP-Sonden einzusetzen. Vor allem
die Sonden mit elektronenschiebenden und sterisch anspruchsvolleren Resten R und

R? (Siehe Abb. 10) zeigen gute Spezifitdt gegenlber einigen Esterasen. Diese 3-Lactone
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markieren Uberdies hinaus eine sehr groBe Zahl an Serin- und Cysteinproteasen
und andere Enzyme, sodass bei diesen ABP-Sonden die alleinige Markierung einer
Proteinbande kein Kriterium fur eine eindeutige Zuordnung ist und die markierten

Proteine auf ihre metabolische Funktion eingehender untersucht werden mussen.

1.3.2 Phosphonsaurederivate als ABP-Sonden fiir Serinhydrolasen

Diese Gruppe der Serinhydrolaseinhibitoren ist von der Phosphonsdure H;PO3 ab-
geleitet. Zusatzlich wurden organische Reste durch Veresterung der zwei Hydroxy-
funktionen und durch Alkylierung des Phosphors eingefiihrt. Webb hatte schon im
Jahre 1948 entdeckt, dass ebenfalls alkylierte Fluorophosphonate (FP), bei denen eine
Hydroxyfunktion gegen ein Fluor ausgetauscht war, Esterasen inhibieren. 8!

Aus diesen Ergebnissen wurden fluoreszente ABP-Sonden fur Serinhydrolasen ent-
wickelt. Die Reportereinheit (Tag) dieser Sonden befindet sich dabei meist an der
Alkylkette, welche direkt am Phosphor gebunden ist, da diese unter physiologischen
Bedingungen nur schwer abspaltbar ist. Das Angriffsziel der FPs ist, genau wie bei
den B-Lactonen, das Alkoholat des aktiven Serins. Die Bindung mit dem Enzym erfolgt
durch einen Sy2-Mechanismus, bei dem der Phosphor elektrophil an der Hydroxy-
funktion des Serins angreift und die Abgangsgruppe (Fluor im Fall der FP bzw. ein
organischer Rest bei den Phosphonsaureestern) das Enzym verlasst. Diese kovalente
Phosphor-Sauerstoff-Bindung kann nicht mehr vom Enzym gespalten werden und das
aktive Serin wird blockiert, wodurch das Enzym mit einem Tag verbunden wird.

Im Jahre 1999 wurden erstmals von Liu etal. fluoreszente FPs nach dem ABPP
Prinzip eingesetzt.!®3 Nach Inkubationsexperimenten mit komplexen Proteomen und
Fluoreszenzauswertung der Elektrophoresegele konnten mehrere Serinhydolasen,
darunter auch Proteasen, visualisiert werden. Ein mit Biotin verknupftes FP konnte
ebenfalls benutzt werden, um eine Anreicherung der Enzyme zu erreichen. Zusatzlich
ist es gelungen das Protein einer Bande zu Sequenzieren und einer Acylpeptidhydro-
lase zuzuordnen. Zudem erlaubten diese FP eine direkte Quantifizierung der aktiven
Hydrolsen. Da pro Enzym ausschliel3lich nur ein Inhibitormolekul gebunden wurde,
kann durch zum Beispiel der Messung der Fluoreszenz einer Bande in einer Gelektro-

phorese, die genaue Konzentration der aktiven Enzyme bestimmt werden. Dadurch
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Abbildung 10: Alkylphosphonatderivate als ABP-Sonden fur Serinhydrolasen. Abgebildet sind
die von Liu etal. eingesetzten FPs (11) und die von Schmidinger etal. eingesetzten pa-
ra-Nitrophenylphosphonate (12). Durch Variation der Selector a und b kann die Serinhy-
drolasenspezifitat beeinflusst werden. In beiden Fallen wird durch eine Sy2 Reaktion am
aktiven Serin die kovalente Bindung des Phosphors mit dem Enzym hergestellt.

kann die in der ABPP bendtigte Qualifizierung und Quantifizierung in einem Schritt
erfolgen.

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob eine Polaritatsveranderung des
Hexenylspacers die Enzymspezifitat beeinflusste.® Grundlage hierfir ist die Praferenz
von Lipasen unpolare Substrate umzusetzen, wohingegen Esterasen in der wassrigen
Phase agieren und polare Substrate bevorzugen. Ein mit einem Polyethylenglycolspacer
versehenes Fluorophosphonat zeigte in der Tat ein verandertes Markierungsverhalten,
jedoch wurden immer noch unspezifisch viele Serinhydrolasen markiert, sodass auch
unspezifisch Proteasen inhibiert wurden. Interessanterweise konnte die long chain
Coenzyme A hydrolase 2 sehr spezifisch mit wasserldslichen Fluorophosphonaten
angefarbt werden, obwohl diese langkettige Subtrate bevorzugt.

Eine Weiterentwicklung dieses Prinzipes sind die para-Nitro-phenylphosphonate
(PNPP), in denen para-Nitro-phenol als Abgangsgruppe (LG) eingesetzt wird.%9" Bjor-
kling etal. untersuchten dazu den Einfluss von Struktur, Hydrophobizitat (Kettenlange),
Reaktivitat (Abgangsgruppe) und der Stereochemie der Phosphonatinhibitoren auf
die Inhibitorenstarke. Die potentesten Lipaseinhibitoren in dieser Studie waren
p-Nitrophenyl substituierte Phosphonate mit langen und unpolaren Resten. Zudem
war ein enantiomerenreines p-Nitrophenylhexylphosphonat 10 fach starker in sei-
ner Inhibierenden Wirkung als das entsprechende enantiomeres Gegenstiick. Man-

nesse etal. untermauerten zudem die, schon von Bjorkling beobachtete, dquimola-
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re Inhibition, da die Freisetzung des p-Nitrophenols komplementar zur Inhibition
der Lipase war.®® Infolgedessen wird beim nukleophilen Angriff am Serin exklusiv
das p-Nitrophenol abgespalten und die zweite Esterbindung wird nicht gespalten.
Diese Sonden zeigten jedoch, analog zu den verwanden FP, immer noch Komarkie-
rung der Serinproteasen. Weiterfiuhrend wurden im Jahre 1999 von Scholze etal.
Glycerolderivate der Phosphonate zur Markierung von Lipasen eingesetzt.4 Zwei
der Hydroxyfunktionen des Glycerins wurden mit langkettigen Alkylresten verknupft
(eine von beiden trug ein Fluorophor) und die Dritte wurde mit der enzymreaktiven
p-Nitrophenylhexylphosphonyl-Einheit ausgestattet. Diese Glycerinphosphonate wie-
sen sehr gute Spezifitat gegenuber Lipasen auf. Durch vergleichendes ABPP mit einem
fluoreszenten PNPP, welcher Esterasen und Lipasen markiert, konnte die der Lipase
zugehorige Bande identifiziert werden. Auch mit dieser Sonde konnte, analog zu Liu!®?,
uber Fluoreszenzanalyse eine Quantifizierung der Hydrolasen erfolgen.

Aufbauend auf diesen Arbeiten der Entwicklung von PNPPs als Serinhydrolaseinhibi-
toren entwickelten Schmidinger et al. fluoreszente ABP-Sonden fur die Diskriminierung
von Esterasen und Lipasen.!®! Durch Variation zweier Molekilabschnitte Selector 1
und Selector 2 dieser Sonden (Abb.10 Verbindung 12), konnte die Selektivitat auf einzel-
ne oder Gruppen von Enzymen beobachtet werden. Analog zu den zuvor vorgestellten
Inhibitoren zeigten die polaren Sonden (z. B. sekundare Amine) erhdhte Selektivitat
gegenuber Esterasen und die langkettigen unpolaren oder Glycerin-verbundenen rea-
gierten bevorzugt mit Lipasen. Herausstehend unter den getesteten Inhibitoren war
ein Cholesterylphosphonat, welches exklusiv Cholesterylesterase markierte. Dennoch
konnte kein eindeutiger Trend bei den vielfaltig getesteten Phosphonaten in der Selekti-
vitdt ausgemacht werden. Schmidinger et al. schlugen aus diesem Grund vor, dass eine
vollstandige Untersuchung eines Proteoms nur durch komparative ABPP mit mehreren
PNPPs aus der vorgestellten Substanzbibliothek erreicht werden kann. Anwendung
fand das Prinzip in der Identifizierung und Sequenzierung von Serinhydrolasen in

Mauseleber.®
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1.3.3 Bisenolacetate als molekulare Sonden fiir Esterasen

Abbildung 11: A: Caulerpa taxifolia Uberwuchert die einheimische Flora im Mittelmeer. Bild
von Alexander Meinesz. B: Wundverschluss von C. taxifolia. Bild von Sven Adolph®!

Die bisher vorgestellten ABP-Sonden fiir Serinhydrolasen auf Grundlage von gespann-
ten Lactonen und Phosphonsaurederivaten hatten das katalytisch aktive Zentrum der
Enzyme als Ziel. Einen ganz anderen Weg der Markierung lipolytischer Enzyme wurde
mit Hilfe der Bisenolacetate von Weiflog im Jahre 2010 entwickelt.['! Diese Strategie
basiert nicht wie die bisher vorgestellten Serinhydrolasesonden auf den Einsatz von
irreversiblen Inhibitoren als Enzym-reaktive Gruppe, sondern auf der enzymbasierten

Aktivierung von Bisenolacetaten? (BEA).

1.3.3.1 Die chemischen Reaktionen im Wundverschluss von Caulerpa spp.

Bekannt wurde die Substanzklasse der Bisenolacetate in einem negativen Bild, als in
den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts die Grlinalge Caulerpa taxifolia zunehmend
das Mittelmeer invasiv besiedelte und zu einer ernsten Bedrohung der einheimischen
marinen Flora wurde.® Diese makroskopische, polynukleoside, aber dennoch ein-
zellige Alge hat einen interessanten Wundverschlussmechanismus entwickelt. Dieser

Mechanismus ist essentiell, da Caulerpa spp. keine Zwischenwande besitzen, die ein

2Anmerkung zur Nomenklatur dieser Subtanzen: Der systematische Name laut IUPAC ist 1,4-diacetoxy-
buta-1,3-dien. Allerdings wird in der Literatur der umgangssprachliche Begriff Bisenolacetat verwen-
det, der jedoch einen Fehler beinhaltet. Die Enol-Einheit (CH,=CH-OH) enthalt ein Sauerstoff Atom
tber welches die Verkniipfung stattfindet. Dadurch, dass die Acetat-Einheit ihre Bindung ebenfalls
Uber ein Sauerstoffatom aufbaut, wiirde aus der Verbindung beider Einheiten im ,Bisenolacetat” eine
Peroxoverbindung entstehen. Besser wdre hier in Analogie zu Vinylacetat den Namen Bisvinylacetat
zu verwenden. Da sich andererseits der Name Bisenolacetat durchgesetzt hat, und um vergleichbar
mit der Literatur zu bleiben, wird dennoch in der vorliegenden Arbeit von Bisenolacetaten, im Sinne
von Bisvinylacetaten, gesprochen.
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Auslaufen des gesamten Cytosols verhindern wurden, wenn die einzellige Alge verletzt

wird.
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Abbildung 12: A: Konzentrationsverlauf der beim Wundverschluss diskutierten/beteiligten
Substanzen Caulerpenin (schwarz) und dem daraus gebildeten Oxytoxin 2 (rot) bei C.
taxifolia nach Mérsern. B: Proteinprofile von gemorserter C. taxifolia mit intakten Ezymen
(Bahn 1) und hitzeinaktivierter Enzyme (Bahn 2). Abbildungen nach: A: Dissertation S.
Adolph®l; B: Dissertation J. WeiRflog!'%

Bei Verwundung der Zelle von Caulerpa spp. wird innerhalb von Minuten das Bis-
enolacetat Caulerpenin (13) zu dem strukturell ahnlichen Oxytoxin 2 (14) umgewan-
delt.’®9 Untersuchungen der Umsetzung von Caulerpenin in homogenisierter Alge
durch Adolph etal. haben gezeigt, dass der Dialdehyd Oxytoxin 2 (14) aus 13 innerhalb
von ca. 4 min Minuten fast vollstandig umgewandelt wurde (siehe Abb. 12 A). Zugleich
zeigten gelelektrophoretische Analysen, dass der Proteingehalt im kinstlichen Wund-
verschluss (morsern der Alge) drastisch sank und fast ausschlieBlich hochmolekulare
Aggregate nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 12 B Bahn 1). Diese Polymerisie-
rung der Cytosolproteine kann verhindert werden, in dem die Enzyme der intakten
Alge vor dem Mdorsern 5min mit kochendem Wasser deaktiviert werden (Bahn 2).

Schlussfolgernd wurde die These aufgestellt, dass bei einer Verwundung der Alge das
BEA 13 zu dem Dialdehyden 14 enzymatisch umgewandelt wird. Diese dulRerst reaktive
Spezies reagiert mit den Cytosolproteinen und vernetzt diese zu einem Proteinpolymer
(15), welcher die Wunde provisorisch verschliel3t (Abb. 13).

Um diese These zu untermauern, wurden in vitro Experimente von Adolph etal. mit
extrahiertem Caulerpenin (13) und einem Oligopeptide bzw. der Aminosaure Cystein
durchgefiihrt.®! Massenspektrometrische Analysen ergaben, dass unter diesen kiinstli-

chen Bedingungen 14 unter Ausbildung eines Pyrrolringes mit der terminalen Amino-
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Abbildung 13: Postulierte Reaktion, die bei Verwundung von Caulerpa taxifolia eintritt. Dabei

wird Caulerpenin (13) enzymatisch transformiert und es kommt zu einer Polymerisierung
der Cytosolproteine (blaue Kugeln).

gruppe des Alanins aus dem Oligopeptid reagiert (Verbindung 16 in Abb. 14), ohne dass
es zu Quervernetzungsprodukten des Oligopeptides oder einer weiteren Anlagerung
an das Michael-Akzeptorsystem von 14 kommt. Wurde hingegen Cystein, welches zu-
satzlich zur Aminofunktionalitdt eine Thiolgruppe enthalt, mit enzymatisch deacetylier-
tem 13 in Reaktion gebracht, konnte ein Produkt isoliert werden, welches mit zwei Mo-
lekulen Cystein reagiert hat (Verbindung 17 in Abb. 14). Das 1,4-Dialdehydsystem von
14 kondensierte mit dem Amin des Cystein zu einem Pyrrolring und die Thiolgruppe

der Aminosaure addiert an das Michael-Akzeptorsystem.
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Abbildung 14: Hauptprodukte der Reaktion in-vitro von enzymatisch deacetyliertem Cauler-
penin mit einem Oligopeptid (links) und Cystein (rechts) nach Adolph etal.™

Daraus wurde geschlussfolgert, dass eine analoge Reaktion von Cystein mit 14 mog-
licherweise fur die Polymerisation der Cytosolproteine im Wundverschluss von C. taxi-
folia verantwortlich ist. Wenn dagegen kein Reaktionspartner mit einer Thiolfunktion
zur Verfugung steht (wie im Oligopeptid) entstehen keine Reaktionsprodukte, die zu
einem Polymer fuhren kénnten.

Um diese Ergebnisse auch in vivo auf den Wundverschluss von C. taxifolia zu tGbertra-
gen, wurde von Weil3flog ein totalsynthetisches fluoreszentes Caulerpeninanalogon 18
hergestellt.['? Statt mit dem, in der Protein-Reaktivitat unbeteiligten, Dienin-Terminus
war dieses mit einem Fluoreszenten Reporter ausgertistet (Abb. 15). Dadurch war es

maglich, in Inkubationsexperimenten die Sonde zu lokalisieren bzw. Proteinbanden
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Abbildung 15: Vereinfachung des in C. taxifolia vorhandenden Sekunddrmetaboliten Cauler-

penin (13) zu dem fluoreszenten BEA 18. Der nicht in der Proteinreaktivitat beteiligte

Dienin-Terminus (blau) wurde gegen ein fluoreszentes Rhodaminderivat (griin) ausge-

tauscht. Beide Verbindungen besitzen jedoch die enzymreaktive Bisenolacetateinheit (rot)
inklusive sekundarer Acetatgruppe.

in Elektrophoresegelen zu zuordnen, die mit Deacetylierungsprodukten von 18 rea-
giert haben. Durch LC-MS Analysen konnte darlber hinaus bestatigt werden, dass das
fluoreszente BEA (18) genauso wie sein natlrliches Vorbild 13 von den in der Alge ent-
haltenen Enzymen deacetyliert wird und der fluoreszente Rest keinerlei Auswirkungen
auf die enzymatische Umsetzung ausubt.

Wird C. taxifolia in Gegenwart von 18 gemadrsert und werden anschlielend die
Proteine gelektrophoretisch analysiert, befindet sich 18 kovalent gebunden in den
hochmolekularen Fraktionen (Abb. 16 Bahn 4). Wurden die Enzyme vor dem Madrsern
deaktiviert (durch 5min kochen der intakten Alge), waren auch hier, wie bei den Expe-
rimenten von Adolph etal., keine fluoreszent markierten hochmolekularen Fraktionen
zu erkennen (Abb. 16 Bahn 3).

Ein ahnliches Bild zeigte sich ebenfalls, wenn 18 in das, die Alge umgebende, Medi-
um gegeben wird und ein Wundverschluss durch das Zertrennen des Stolons erzeugt
wird. Auch hier konnte die fluoreszente Sonde 18 im Wundverschluss von C. taxifolia
nachgewiesen werden (Abb. 16 B). So wurde 18 ebenfalls von den in der Alge prasenten
Enzymen deacetyliert und in eine Protein-reaktive Verbindung umgewandelt (analog
zu 14). Dieser Dialdehyd 19 reagiert, zusammen mit dem in der Alge entstehenden
Oxytoxin 2 (14), mit den Proteinen der Alge und formt hochmolekulare Proteinpolyme-
re, die einen Hauptbestandteil des provisorischen Wundverschlusses von C. taxifolia

ausmachen.



Einleitung - Activity Based Protein Profiling 23

A . -
yd 1 2 3 4
200 kDa— — ' TN
85 kDa— =
60 kDa— =
50 kDa— @ >
30 kDa— =
25 kDa— ==
20kDa— = 2 1
15 kDa—
10 kDa— Py
I — e — T

Abbildung 16: A: Gelelektrophorese der aus C. taxifolia extrahierten Proteine. Links: mit Rapid
Stain™ angefarbtes Gel. Rechts: Fluoreszenzanregung mit 480 nm.
1 - denaturiert durch Kochen und fiir 5 min verletzt;
2 - flr 5min verletzt;
3 - denaturiert durch Kochen und fir 5 min verletzt in Gegenwart von18;
4 - fur 5min verletzt in Gegenwart von18
B: Konfokale Laserscanningmikroskopieaufnahme des Wundverschlusses von C. taxi-
folia , welcher in Anwesenheit von 18 ausgeldst wurde (Fluoreszenzanregung 488 nm).
Abbildung nach: J. WeiRflog Dissertation!%!

1.3.3.2 Entwicklung der ABP-Sonden nach dem Vorbild des Caulerpenins

Im vorangestellten Kapitel konnte demonstriert werden, dass das fluoreszente BEA
(18) nach Deacetylierung eine Reaktivitat gegenuber Proteinen aufweist. Dennoch ist
durch die vorangegangenen Experimente nicht klar, in welcher Weise die Sonde 18
nach Deacetylierung mit Proteinen reagiert. Moglich ware, dass 18 durch lipolytische
Aktivitat zu einem proteinreaktiven Dialdehyden 19 umgewandelt wird und unspe-
zifisch mit Proteinen reagiert (Abb. 17 Reaktion c). Durch Reaktion mit Aminen und
Thiolen der Proteine wirde, analog wie Oxytoxin 2 (14), ein Proteinpolymer (22) gebil-
det, dass aus der deacetylierenden Komponente (Esterase) und anderen Proteinen in
einer zufalligen Anordnung besteht, welche durch das fluoreszente BEA verbunden
sind.

Allerdings sind noch weitere Reaktionspfade maoglich. So konnte Adolph etal. zeigen,
dass Caulerpenin (13) unter speziellen Bedingungen mit Oligopeptiden reagieren und
keinerlei Quervernetzung zu beobachten ist (vgl. Abb. 14 Verbindung 16). Dieses Beob-

achtung wird unterstitzt durch Experimente und Messungen von Guerriero etal.”!
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Abbildung 17: Durch lipolytische Enzyme wird das fluoreszente BEA 18 in den reaktiven Dial-
dehyden 19 Gberfuhrt. Dieser kann weiter mit einzelnen Proteinen reagieren (Reaktion a
und b) oder aber ein Proteinpolymer durch Quervernetzung erstellen (Reaktion c).

und Grosser et al.’®% Grosser bewies durch Raman-spektroskopische Messungen des
Wundverschlusses von Caulerpa spp., dass Caulerpenin (13) nach Deacetylierung im
Wundverschluss nur Gber Pyrrolbildung an Proteinen bindet und keinerlei Addition von
Amino- oder Thiolfunktionen an das Michael-Akzeptorsystem stattfindet. Guerriero
brachte 13 mit n-Butylamin zur Reaktion und konnte nach chromatographischer Sepa-
ration ebenfalls als Produkt ein Pyrrolderivat isolieren, dass nicht mit einem zweiten
n-Butylamin reagiert hat. Demzufolge wadre es ebenso maoglich, dass das fluoreszente
Analogon des Caulerpenins 18 nach Deacetylierung mit einzelnen Proteinen reagieren
kann (Verbindungen 20 und 21) und keinerlei Proteinpolymerisierung zu beobachten
ist (Abb. 17 Reaktion a und b). Vor allem Reaktion b stellt einen sehr interessanten
Reaktionspfad dar, da in dieser 18 als molekularen Sonde fur Esterasen agiert und
diese Enzyme selektiv markieren kann.

Um diesen Sachverhalt zu uberprifen, wurde von Weil3flog das fluoreszente Cauler-
peninanalogon 18 mit der Esterase aus Candida lipolytica (CLE) und dem enzymatisch
inaktiven, fluoreszierenden Histon (basisches Protein aus dem Zellkern von Eukaryo-
ten) in verschiedenen Experimenten koinkubiert (Abb. 18). Wird CLE einzeln mit 18
inkubiert, reagiert die Esterase mit dem BEA 18 und kann mittels Fluoreszenzana-
lyse lokalisiert werden (Abb. 18 Bahn 4). Bedingung fur diese Markierung ist, dass
die Esterase die Sonde 18 aktiv in den reaktiven Aldehyden 19 tberfihrt. Wird CLE
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Abbildung 18: Gelelektrophorese der Reaktion von 18 (grune Fluoreszenz) mit Schweinele-
beresterase (PLE) bzw. Histon (rote Fluoreszenz). Links: Farbung aller Proteine mit Rapid
Stain™. Rechts: Anregung der Fluoreszenz mit 480 nm.

1 - CLE;

2 - flureszentes BEA (18);

3 - fluoreszentes Histon;

4 - CLE + fluoreszentes BEA (18);

5 - fluoreszentes Histon + fluoreszentes BEA (18);

6 - CLE + fluoreszentes Histon + fluoreszentes BEA (18).
Abbildung aus: J. WeiRflog Dissertation'0

zuvor durch starke Hitze deaktiviert bleibt die Markierung aus (nicht abgebildet).['
Diese Bedingung der aktiven Deacetylierung zeigt sich auch bei der Inkubation von
18 mit dem enzymatisch inaktiven Histon (Abb. 18 Bahn 5). Dessen rote Fluoreszenz
wird nicht durch die Fluoreszenz des BEAs 18 Uberlagert. Aufgrund dessen wurde die
Reaktion des fluoreszente BEA 18 mit dem katalytisch inaktiven Histon ausgeschlos-
sen. Bedingung flr einen Esterase-selektive Sonde ist jedoch zusatzlich, dass CLE in
Gegenwart von anderen Proteinen keine Komarkierung aufzeigt. Durch Inkubation
aller drei Komponenten konnte auch dies gezeigt werden (Abb. 18 Bahn 6). In diesem
Experiment wurde ausschlielich die Esterase markiert, ohne dass das enzymatisch
inaktive Histon komarkiert wurde. Somit kdnnen Reaktion a und auch c aus Abb. 17
weitestgehend ausgeschlossen werden und Reaktion b ist die dominierende.

Diese bemerkenswerten Ergebnisse sollten dartiber hinaus auch auf weitere Estera-
sen und den sehr ahnlichen Lipasen erweitert werden. Wie schon erwahnt ist fur
eine Markierung des Enzyms die aktive Deacetylierung der Sonde 18 durch das En-
zym notwendig. LC-MS basierende Experimente zeigen, dass alle der in Abbildung 19
verwendeten Esterasen und Lipasen 18 als Substrat akzeptieren und somit in einen
Protein-reaktiven Dialdehyden umwandeln. Interessanterweise wurden jedoch einzig

die Esterasen (Abb. 19 Bahn 1 bis 4) markiert. Lipasen wurden von 18 nicht kovalent
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Abbildung 19: Inkubationsexperimente von 18 mit verschiedenen Lipasen aus Schweinepan-
kreas, Aspergillus niger, Rhizopus niveus und Candida antarctica, im Vergleich mit den
Esterasen aus Candida lipolytica, Scheineleber und Thermoanaerobium brockii. Bahn 8
zeigt das Bisenolacetat ohne Enzym. Links: Farbung aller Proteine mit Rapid Stain™;
Rechts: Anregung der Fluoreszenz mit 490 nm. Abbildung aus: J. WeiRflog Dissertation['?]

angegriffen, obwohl eine Deacetylierung von 18 zu 19 vorlag. Scheinbar muss die
Bedingung der aktiven Deacetylierung von 18 fur eine Markierung relativiert werden,
sodass nur Esterasen markiert werden.

Zusammenfassend konnte durch synthetische Abwandlung des naturlich vorkom-
menden Caulerpenins eine molekulare ABP-Sonde fir Esterasen erstellt werden, wel-
che die sehr eng verwanden Lipasen nicht markiert. Allerdings bleibt der Reaktionsme-
chanismus weitgehend unbekannt, da alle lipolytischen Enzyme die molekulare Sonde
in ihre enzymreaktive Form Uberfihren, sodass auf diesem Gebiet weiterfihrende

Experimente notwendig sind.

Teil II

1.4 Oxidoreduktasen

Oxidoreduktasen (EC 1.x.x.x) katalysieren Redoxreaktionen in Organismen, wobei
die Elektronenlbertragung von einem Elektronendonor (Reduktanten, R) zu einem
Elektronenakzeptor (Oxidanten, O) stattfindet (Abb. 20).

Oxidoreduktase
R + O R + O
Abbildung 20: Durch Oxidoreduktasen katalysierte Redoxreaktion. Durch Oxidation des Re-
duktanten (R) wird der Oxidator (O) reduziert.
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Als Kofaktoren wird von solchen Enzymen meist Nicotinamidadenindinukleotid
(NAD" - elektronenakzeptierende Form, NADH - elektronendonierende Form), welches
beide Rollen (R bzw. O) in der Katalyse einnehmen kann, benutzt. Dennoch kénnen von
diesen Enzymen auch andere Kofaktoren, wie zum Beispiel Sauerstoff (O,), benutzt
werden. Eine Gruppe dieser sauerstoffabhangigen Oxidoreduktasen sind die Lipoxyge-
nasen (LO, Kapitel 1.4.1 auf Seite 27), welche genauer zu den Dioxygennasen gehdren,
da LO das gesamte Sauerstoffmolekil (O,) in ihr Substrat, die mehrfach ungesattigten
Fettsdauren, einbauen. LO sind in mannigfaltigen metabolischen Vorgangen involviert.
Diese reichen von Signal- bis hin zu Verteidigungmechanismen.

Eine weitere Untergruppe der Oxidoreduktasen sind die Xanthinoxidasen (Kapi-
tel 1.4.2 auf Seite 32). Diese Form der Oxidoreduktasen bendétigt den Kofaktor NAD™,
welches bei der Redoxreaktion zu NADH reduziert wird. Xanthinoxidasen erfullen vor
allem die Entgiftung von heterozyklischen Xenobiotika durch Oxidation und oxidieren

eine Vielzahl von Purinderivaten im Organismus.

1.4.1 Lipoxygenasen

1.4.1.1 Vorkommen und Bedeutung

Membrane lipids
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Abbildung 21: Syntheseroute der LO und nachfolgender enzymatischer Umwandlung zu man-
nigfaltigen und biologisch aktiven Substanzen.
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Lipoxygenasen (EC 1.13.11.x) sind weit verbreitet Enzyme, kommen in Pflanzen!'%
und Tieren'%" vor und besitzen eine sehr breite metabolische Aktivitat (siehe Abb. 21).
Des Weiteren wurden diese Enzyme auch in einigen Bakterien!'%?! (Prokaryoten), Pil-
zen!"%1 und Meeresorganismen!'%41%] nachgewiesen. Nur die Gruppe der Hefen stellt
eine Ausnahme dar, in denen bisher keine LO Aktivitat beobachtet wurde. LO kataly-
sieren die Oxygenierung (d. h. den Einbau eines Sauerstoffmolekuls) einer Fettsaure
mit mindesten zwei cis-konfigurierten Doppelbindungen. Je nachdem, an welcher
Stelle (gezahlt vom Carboxylende der Fettsaure) das Enzym die Oxidation katalysiert,
kann eine Einteilung dieser vorgenommen werden, indem die Zahl der Position dem
Namen voraus gestellt wird (n-LO). Darliber hinaus kann eine Klassifizierung nach dem
praferierten Millieu vorgenommen werden. LO, welche bei niedrigen pH-Werten eine
hohere Aktivitat zeigen werden mit einer nachgestellten "1"versehen und LO, welche
bei pH-Werten um 7 ihr Aktivitatsmaximum erreichten mit einer 2 (LO-n").

Ihr enzymatisches Zentrum enthdlt ein nicht-Ham Eisen, welches von vier Histidinen
und dem Carboxylrest des C-terminalen Isoleucins, sowie einem Hydroxyd komple-
xiert ist (in Pflanzen ist ein Histidin gegen eine Asparaginsaure ausgetauscht). Der
Katalysezyklus kann mit vier Teilschritten beschrieben werden (siehe Abb. 22), wobei
vorgelagert eine oxidative Aktivierung der LO erfolgen muss.'%! Im ersten Schritt wird
ein allylstandiger Wasserstoff von der Fettsaure abstrahiert, wobei das zentrale Eisen
reduziert wird (Fe™ — Fe'l). Im zweiten Schritt erfolgt eine Umlagerung des Radikals
an der Fettsaure (Stellung [+2] oder [-2]). Hierbei wird aus noch ungeklarten Ursachen
vom Enzym gesteuert, mit welcher allylstandigen Doppelbindung diese Umlagerung
erfolgt. AnschlieBend erfolgt im dritten Schritt die stereoselektive Insertion des Sau-
erstoffmolekdls, wobei auch dessen Einlagerung in das Enzym noch nicht vollstandig
geklart ist."% Im letzten Schritt wird das Hydroperoxidradikal reduziert, wodurch das
entsprechende Anion einsteht, das durch Protonierung in das Produkt Gberfihrt wird.
Gleichzeitig wird das Eisenzentrum oxidiert und steht dem Katalysezyklus erneut zur
Verfigung.

LO waren seit den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts nur in Pflanzen bekannt
und bis in die 70er Jahre wurden den LO ausschliel3lich destruktive Funktionen zu-

geordnet. Man ging davon aus, dass solche Mechanismen in héheren Tieren nur
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Abbildung 22: Enzymatischer Katalysezyklus der Lipoxygenasen.

Schaden verursachen wirden und Lipidperoxidation ausschlieBlich nicht-enzymatisch
ablaufen wiirden.['%1%1 1974 und 1975 wurden LO jedoch auch in menschlichen
Blutplattchen!"%"" und auch in unreifen roten Blutkérperchen von Kaninchen!'?
entdeckt. Bei letztgenannten baut eine LO die Innenmembran der Mitochondrien in
unreifen Blutkdrperchen ab und das reife Blutkdtperchen stellt sich komplett auf eine
glykolytische Adenosintriphosphat-abhangige Energieversorgung um.

Pflanzen haben mit Hilfe von LO vielfaltige Verteidigungsstrategien entwickelt. So
bilden zum Beispiel Moose nach Verletzung der Zelle giftige Oxylipine, welche sie vor
FraBfeinden schiitzen!"'®] oder Diatomeen bilden mehrfach ungesattigte Aldehyde,
welche die Nachfolgegeneration ihrer Fressfeinde!"'#, die Copepoden, schadigen. In
diesen Fallen wird durch die Zerstérung der Zellwande, eine LO mit den Zellwandlipi-
den in Verbindung gebracht und es kommt zu vielfaltigen enzymatischen Umwand-
lungen. Des Weiteren sind weitere mannigfaltige LO-abhangige Verteidigungs- und
auch Signalmechanismen bekannt und der interessierte Leser sei auf die angegebenen
Literatur hingewiesen.!'1>-118l

Im menschlichen Organismus sind verschiedene LO zu finden, welche Arachidon-

saure (AA) an Position 5, 12 und 15 oxygenieren. Fehlregulation dieser Enzyme kdnnen
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unter anderen Krankheiten wie Arteriosklerosel'™, Alzheimer!'?®! und Asthmat'?"!
auslosen. Ebenfalls sind inflammatorische!'??, karzinoge!'?3, allergische und sogar
apoptotischel4 Auswirkungen auf Organismen bzw. Zellen durch Veranderungen der
LO-Aktivitdt bekannt.

Lo H, ,OOH 510 o
moH (Oxygenase) mOH (LTA, Synthase) WCOOH
% 91 LTC, HYW LTA, (92)

94R = —Cys—Gly LTC ) l LTA Hydrolase
ll/ Yy 4 H... ,OH COOH
Glu 7784 /,
H 'R OH OH
95 R = —Cys—Gly LTD, — COOH
| ! PN N\—=

Abbildung 23: Enzymatische Bildung der Leukotriene 92 - 96. Die Epoxydierung von 90 ge-
schieht in zwei Teilschritten, wobei beide durch 5-LOX katalysiert werden. Durch weitere
enzymatische Aktivitat entstehen die daraus aufgebauten Leukotriene (92 - 96)

In direkten Zusammenhang mit vielen der genannten Krankheitsbildern wurden
dabei die Leukotriene (LT) gebracht.['?>126] Diese vielfach ungesattigten Metabolite
entspringen der Oxygenierung von Arachidonsaure (90) mittels 5-LOX (siehe Abb. 23).
Nach Einfihrung des Hydroperoxides (91) und nachfolgender Umwandlung zu einem
Epoxid (92), ebenfalls katalysiert durch 5-LOX, entsteht Leukotrien-A, (LTA,), welches
durch anschlieBende enzymatische Umwandlungen in andere LTs Uberfuhrt werden
kann (93 - 96). Daher ist die 5-LOX stark in den Fokus der Wissenschaft gerickt und es
wird intensiv nach méglichen Inhibitoren gesucht. So wurde eine fast untiberschaubare
Zahl an 5-LOX Inhibitoren entwickelt, um Ansatze zu finden diese weit verbreiteten

Krankheiten zu behandeln.[127:128]

1.4.1.2 Inhibitoren der Lipoxygenase

Eine Einteilung der Inhibitoren kann nach ihren Wirkmechanismen, die Aktivitat
der LO einzuschranken, vorgenommen werden. Dabei sind bis jetzt vier verschiedene

bekannt:

1. Redoxaktive Dies sind reduzierende und hydrophobe Verbindungen, welche

haufig pflanzlichen Ursprungs sind. Sie unterdriicken die oxidative Aktivierung
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des zentralen Eisenatoms, wobei das Eisen in der katalytisch inaktiven Oxidati-

onsstufe +II verbleibt.

2. Eisenchelatisierende Diese Art der Inhibitoren entfernen das zentrale Eisena-
tom durch Bildung eines starken Chelatkomplexes. Die haufigsten Strukturmerk-

male dieser Art sind Hydroxamate und Hydroxyharnstoffderivate.

3. Nichtredoxaktive Diese ahmen die Substrate der LO nach (z. B. AA oder de-
ren Hydroperoxid 91 im Falle der 5-LO) und konkurrieren um die Bindung am
Enzym. Allerdings ist nicht vollstandig geklart, ob durch diese Inhibitoren der
Substrattunnel blockiert wird oder ob allosterische Griinde dafiir verantwortlich

sind.

4. Andere Dies sind LO-Inhibitoren, welche sich nicht in die zuvor genannten Ka-
tegorien eingliedern lassen. Meist besitzen diese Inhibitoren einen diffusen
oder gemischten Inhibitionsmechanismus oder einen noch nicht bestimmten
Mechanismus. Darunter Fallen auch nicht direkte inhibitorische Effekte einiger
Substanzen. So manipulieren einige zum Beispiel das 5-LO-aktivierende-Protein
(FLAP).[129]

Aus der Vielzahl an Inhibitoren fir 5-LO wird jedoch zurzeit nur Zileuton (97) als
Medikament eingesetzt. Andere Medikamente befinden sich dennoch schon in Phase
IT der klinischen Erprobung oder haben diese schon bestanden (Stand: 2014).1'28! Das
eisenchelatesierende 97, ein Hydroxyharnstoffderivat, welches schon erfolgreich ge-
gen Asthma eingesetzt wird zeigt ICso-Werte im submikromolaren Bereich (ca. 500 nM).
Orale Aufnahmen von 0,5 mg/kg Korpergewicht bei Hunden zeigten eine Verringerung
der LT-Bildung im Blut.!"3® Dennoch zeigt 97 Nebenwirkungen wie Leberschadigungen
durch irreversible Inhibierung der Glutathion S-Transferase!'3" und wird im Kérper
relativ rasch abgebaut, sodass eine haufige Medikamentation notwendig ist (Halbwerts-
zeit ca. 12 h1'32)), Aufgrund der Notwendigkeit neuer und effektiver 5-LO Inhibitoren
und der erst kirzlich aufgeklarten Struktur der 5-LO!"33! wurden computergestitzte
Berechnungen angestellt, um neue Inhibitoren zu ermitteln. Die dabei gefundenen

Substanzen wurden auf synthetischem Wege hergestellt und zeigten in Inkubations-
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studien mit menschlicher 5-LO ICso-Werte im einstelligen mikromolaren Bereich. 34

97 98
Abbildung 24: Der als Medikament gegen Asthma eingesetzte Lipoxygenaseinhibitor Zileuton
(97), welches als Racemat eingesetzt wird und das in Caulerpa spp. gefundene Caulerpen-
inderivat 98, welches ebenfalls LO-inhibitorische Aktivitat zeigt.

Interessanterweise zeigten BEA ebenfalls aktivitatsverringernde Wirkungen auf LO.
Cengiz etal. konnte zeigen, dass der Naturstoff 13 ein potenter LO-Inhibitor mit
einem ICso Wert von 5,1 uM ist, welcher eine nicht-kompetitive Inhibitionskinetik
aufwies.™ Ninomiya etal. berichteten dartber hinaus, dass ein dem Caulerpenin (13)
strukturell ahnliches BEA mit Michael-Akzeptor-System (98) ebenfalls 12-LO inhibiert.t®!
98 wird dabei unter Einwirkung von Licht, Sauerstoff und Chlorophyll auf 13 erzeugt.
Allerdings ist die inhibitorische Wirksamkeit von 98 mit einem ICso Wert von 86 pM
deutlich schwacher als von 13, sodass die Unterschiede der Inhibitionsstarke auf
das ungesattigte Teilstick von 13 zurtckzufiuhren sind oder eine Synergie aus beiden

verantwortlich ist.

1.4.2 Xanthinoxidase

1.4.2.1 Vorkommen und Bedeutung

Xanthinoxidasen beinhalten die beiden Enzyme Xanthindehydrogenase (XDH,
EC 1.17.1.4) und Xanthinoxidoreduktase (XO, EC 1.17.3.2). Beide Enzyme sind ineinan-
der konvertierbar und gehdren zu den molybdanhaltigen Hydroxylasen, die in Tieren
vor allem in Leber, Darm, Lunge, Niere, Herz, Gehirn und auch im Bultplasma vor-
kommen.['35! Aufgrund dieser starken Verteilung der Enzyme im Organismus und des
breiten Substratspektrums (aromatische Heterozyklen, Purinderivate, Pterine!’3® und
Aldehydel!"37.138) tragen Xanthinoxidasen zur Entgiftung endogener Substanzen und
Xenobiotika bei. Des Weiteren sind katalytische Aktivitaten gegentber Nitriten!'3%-141,

S-Nitrosothiole['4243 bekannt. Wie der Name jedoch verrat, ist die Hauptaufgabe der
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Xanthinoxidase Hypoxanthin (99) in Xanthin (100) und schlief3lich in Harnsaure (101)

in Uberflhren.

" H202 ", H20,
HN HN HN
JI ) %% JI ) %% Ji o
NAD* NADH NAD* NADH

Abbildung 25: Enzymatlsche Oxidation von Hypoxanthln (99) zu Xanthin (100) und Harnsdure
(101) durch Xanthinoxidase. Dabei unterscheiden sich Xanthinoxidoreduktase (XO) und
Xanthindehydrogenase (XDH) im Oxidationsmittel. Rot markiert sind die bei der Oxidation
eingefuhrten Sauerstoffatome.

Die nativ vorkommende Form der Xanthinoxidasen ist XDH, welche durch Oxidati-
on der Thiolgruppen reversibel oder durch Erhitzen auf Gber 37°C oder Proteolyse
irreversibel in die sauerstoffabhangige XO tberfuhrt wird.['4 XDH benotigt fur die
Oxidation von 99 bzw. 100 den Cofaktor NAD" und es entsteht das entsprechende
Oxidationsprodukt (100 oder 101) und NADH; wohingegen XO ein Mol Sauerstoff als
Oxidationsmittel einsetzt, welches zu Superoxid (O;) oder Wasserstoffperoxid (H,0,)
reduziert wird. Der in 99 bzw. 100 eingefiihrte Sauerstoff kommt dabei nicht aus dem
reduzierten O,-Molekul, da Oxidation des Substrates und Reduktion des O, bzw. NAD*
Molekiles raumlich von einander getrennt stattfinden. Das eingefuihrte Sauerstoffa-
tom stammt von einem am Molybdén koordinierten Hydroxysauerstoff, welches durch
Koordination eines umgebenden Wassermolekul gebildet wurde (gleiches gilt auch fir
XDH). 4]
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Abbildung 26: Katalytischer Mechanismus bei der Oxidation von Xanthin (100) zu Harnsaure
(101). Durch Abstraktion eines Protons (a) und Hydridtransfer auf den Schwefel des
Molybdanzentrums (b), kann der Hydroxysauerstoff an 100 angreifen (c) und es entsteht
ein Komplex der Harnsaure mit dem Enzym (d). Nach Abgabe eines Protons und eines
Elektrons (e) wird das Oxidationprodukt in das Umgebende Medium abgegeben und
dort protoniert (f), wobei das Oxidationprodukt 101 entsteht. Durch weitere Abgabe
eines Elektrons des Molybdan an das FAD steht das Enzym fur die ndchste Oxidation zur
Verfligung (nicht abgebildet).
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Xanthinoxidasen bestehen aus einem Homodimer mit einer Masse von ca 290 kDa.
Jede Untereinheit besteht aus einer Molybdopterindémane von ca. 85kDa, die das
Xanthin-umsetzende Zentrum darstellt, zwei Eisenschwefelclustern (2Fe-2S, ca. 20 kDa)
zur Elektronenibertragung, sowie einer flavinhaltigen (gebunden als Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD), ca. 40 kDa) Domane, an welcher die Reduktion des NAD* bzw. Sauer-
stoffmolekdls stattfindet. Durch intensive Untersuchungen der Kristallstruktur!146-14
und durch Mutation der fur den katalytischen Zyklus notwendigen Glutaminsaure
(siehe Abb. 26) konnte der Reaktionsmechanismus der Xanthinoxidasen bestimmt wer-
den.[% Durch die Abstraktion eines Protons von der Hydroxygruppe des Molybdans
durch Glutaminsaure, kann der Sauerstoff nukleophil am C-8 Kohlenstoff des Xanthins
(100) angreifen (siehe Abb. 26 erster Schritt). Dabei kommt es zu einem Hydridtransfer
auf die Mo=S Einheit, wobei es formal zu eines Reduktion des Molybdanzentrums
kommt und eine Thiolgruppe gebildet wird. Daraufhin wird ein Proton freigegeben
und ein Elektron an die FAD-Domane weitergeleitet. AnschlieRend verlasst das Produkt
die aktive Tasche als formales Alkoholat und nach Protonierung durch das umgebende
Medium ergibt sich das Endprodukt 101.

Eine Uberfunktion der Xanthinoxidasen bedingt erhéhte Harnsdurekonzentrationen
in allen Regionen des Organismus. Dadurch kristallisiert 101 als Mononatriumsalz
aus, was zu Nierensteinen fiihren kann!™", aber auch Gicht auslost!'2, Das Krank-
heitsbild der Gicht ist das Anschwellen mancher Gelenke und damit einhergehende
Schmerzen und Einschrankung der Beweglichkeit betroffener Gelenke. Dies geschieht
haufig in den duBeren Extremitdten, vor allem dem groRen Zeh, da die dort kiihleren
Temperaturen die Kristallisation unterstitzen. Des Weiteren kann das entstehende
Natriumurat (Natriumsalz von 101) Ischamien (Verengungen der BlutgefaRe) ausldsen
und so zu Infarkten und Nekrosen fihren. Weiter steht Hyperurikamie (Erhohung
des Harnsaurespiegels im Blut) im Verdacht Bluthochdruck, einige Arten von Krebs,

Diabetes und Fettleibigkeit auszuldsen.['>3!

1.4.2.2 Inhibitoren der Xanthinoxidasen

Der bekannteste Xanthinoxidaseinhibitor Oxipurinol (103) ahmt das Substrat 100

nach und bildet, durch den Austausch eines Azastickstoffs an Stelle des Kohlenstoffes
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Abbildung 27: Prominenteste Inhibitoren fur Xanthinoxidasen. Jeweils Oxipurinol (103), bzw
dessen reduzierte Form Allopurinol (102) und Lumazin (104) ahmen das Subtrat der XO
100 nach, bilden aber starke koordinative Bindungen mit Molybdan (gestrichelte Linien),
die durch das Enzym schwer spaltbar sind. Der Inhibitionsmechanismus des Febuxostat
(105) beruht auf Wasserstoffbrickenbindungen und van-der-waals-Wechselwirkungen
mit Aminosaureresten in der aktiven Tasche (nicht abgebildet).

C-8, eine starke koordinative Bindung zum Molybdanzentrum aus.[>4153 Sein ICso-Wert
liegt im Bereich von ca. 30 uM in vitro. Die medikamentdse Darreichungsform ist je-
doch dessen reduzierte Form Allopurinol (102). Durch Oxidation von 102 zu 103 wird
das Molybdén im aktiven Zentrum reduziert. Erst die reduzierte Form des Enzyms wird
durch 103 koordinativ blockiert und somit inhibiert.!'4%156.1571 Allerdings wurde von
Spector und Johns gezeigt, dass durch die Zugabe von 100 zum durch 103 inhibierten
Enzym die Aktivitat wiederhergestellt werden kann!8 und 103 in seiner Inhibierungs-
starke abgeschwacht wird, wenn 100 anwesend ist.['>% Ein dhnliches Wirkungsprinzip
hat der Inhibitor Lumazin (104). Auch dieser wird als reduzierte Form eingesetzt und
bildet im Kontrast zu 103 eine koordinative Bindung zum reduzierten Molybdan uber
einen Enolsauerstoff aus, wodurch ein Charge-Transfer-Komplex gebildet wird. 156169

Ein weiterer Xanthinoxidaseinhibitor ist Febuxostat (105), welcher keinerlei Ahn-
lichkeiten mit 103 aufweist. Mechanistisch esehen blockiert 105dieser ebenfalls die
aktive Tasche der Xanthinoxidasen. So zeigten Computersimulationen von Kikuchi et al.,
dass im Kontrast zu 103 keine Wechselwirkung zum Molybdanzentrum besteht.!'¢"
Vielmehr wird 105 durch Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Krafte
mit Aminosaurenresten in der aktiven Tasche gehalten. Durch diesen Umstand kann
105 durch Abwandlung der funktionellen Gruppen auf bestimmte Xanthinoxidasen
eingestellt werden, ohne dabei als breiter Inhibitor, wie 103, fur alle Xanthinoxidasen
zu wirken. Daruber hinaus ist der ICso-Wert dieses Inhibitors mit ca 20 nM um mehrere
Zehnerpotenzen niedriger als Allopurinol (103). Dadurch 16st es 102 immer weiter als

Medikament gegen Hyperurikdmie (Uberfunktion der XO) ab.['62!
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Des Weiteren wurden in den letzten Jahren weitere Substanzen als Inhibitoren
fur diese Enzymklasse identifiziert. Xanthinoxidasen wurden in verschiedenen Stu-
dien durch tryptophanhaltigen Dipeptide!'®3, Tryptophan!'®3, Cytokinine!'®¥, Flavi-
noide!"®>1%81 und vieler weitere Substanzen!'®’-72 inhibiert. Ferner wurden auch Ver-
bindungen identifiziert, welche die FAD-Domane der Xanthinoxidasen modifizieren
und so das Enzym inhibieren.['”3]

Neben all diesen zumeist heterozyklischen und auch antioxidativ wirkenden Sub-
stanzen['®, wurde im Jahre 2012 von Cengiz etal. Caulerpenin (13) auf seine inhibito-
rischen Eigenschaften auf Xanthinoxidase untersucht.!”? 13 stellte sich als durchaus
potenter Inhibitor heraus und konnte die Aktivitdt von XO um 50 % bei 26,9 pM verrin-
gern. Dennoch war es verglichen mit dem etablierten Inhibitor und Medikament gegen
Hyperurikamie, welches ICso Werte im einstelligen Mikromolaren Bereich aufweist,
schlechter. Unterschiede zeigten sich aber in der Art der Inhibierung. 13 inhibiert
Xanthinoxidase nicht-kompetitetiv und irreversibel, wohingegen Allopurinol aufgrund
seiner koordinativen Bindungsart reversibel inhibiert.['>! Somit scheint das BEA 13
sehr interessante Eigenschaften als strukturell neuartiger Inhibitor fur Xanthinoxidase
darzustellen und kdnnte durch weitere Abwandlungen zum sehr potenten Inhibitor

fur Xanthinoxidase entwickelt werden.
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2 Motivation und Zielstellung

Teil I

Das Sequiterpen Caulerpenin (13) ist ein BEA mit sekundarer Acetatgruppe und einem
ungesattigten Dienin-Terminus. 13 ist ein Hauptsekundarmetabolit von Caulerpa spp.,
in denen es unter anderem die Ausbildung des Wundverschlusses mediiert.”! Bei
Verletzung der Grunalge wird 13 durch Esterasenaktivitat in einen proteinreaktiven
1,4-Dialdehyd mit Michael-Akzeptor-System, das Oxytoxin 2 (14), umgewandelt. 14
vernetzt die in der Grinalge enthaltenen Proteine und das resultierende Proteinpo-
lymer verschlieBt provisorisch die Wunde. Aus diesen mechanistischen Betrachtun-
gen heraus hat Weillflog durch Synthese eines fluoreszenten Caulerpeninanalogons,
welches das proteinreaktive Bisenolacetatsystem beinhaltete, eine esterasensensitve
Sonde (18) entwickelt."® Mit Hilfe von 18 konnte er selektiv Esterasen fluoreszent
markieren, ohne das es zur Komarkierung anderer, nicht enzymatisch aktiver Proteine
kam. Allerdings war es nicht moglich mit 18 Lipasen zu markieren, obwohl diese den

Esterasen sehr ahnlich sind.

OAc OAc

Abbildung 28: Formale Betrachtung zum Aufbau der koppelbaren BEAs nach dem ABP-Prinzip
ausgehend von Caulerpenin (13). Die erste Generation der BEA nach WeiRflog besitzt
noch eine sekundare Acetatgruppe. Zur Vereinfachung der Synthese und zur méglichen
Unterbindung von Quervernetzungsreaktionen sollte diese in der zweiten Generation der
BEAs nicht enthalten sein.
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Diese interessanten Eigenschaften des fluoreszierenden BEA 18 sollen in dieser

Arbeit erweitert werden, wobei folgende Punkte untersucht werden sollen:

e Weiterentwicklung der BEAs der ersten Generation durch Synthese eines BEAs
ohne sekundare Acetatgruppe. Das so erhaltene BEA der zweiten Generation
soll ebenfalls wie 18 durch Huisgen dipolare Zykloaddition erweiterbar sein
(Ankergruppe Abb. 28). Dadurch ist es moglich flexibel das BEA der zweiten
Generation mit verschiedenen Tags (Markern) an die Aufgabenstellung (z.B.

Fluoreszenz, Isotopenmarkierung fur Massenspektrometrie) anzupassen.

e Erweiterung der Markierung auf Lipasen: Durch den Austausch der Acetatreste
durch langerkettige Capronatreste und Stearatreste soll untersucht werden, ob

statt Esterasen Lipasen markiert werden kénnen.

e Robustheit der Methode: Die Bisenolester sollen in komplizierten biologischen
Matrizen eingesetzt werden, um darin enthaltene Esterasen fluoreszent zu Mar-

kieren

e Aufklarung des Markierungsmechanismus: Durch Proteinsequenzierungstechni-
ken soll die Art der kovalenten Bindung der BEAs mit Esterasen aufgeschlusselt

werden.
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Teil II
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R' = H, Alkyl oder Alkinyl
R2 = CH3, n-C5H11 oder n-C17H35
Abbildung 29: Vereinfachung des Caulerpenins (13) zu Bisenolestern. Dadurch kann das Phar-
makophor von 13 weiter eingegrenzt werden und die Notwendigkeit der sekundaren
Acetatgruppe (grun) und des Dieninterminus (blau) Gberprift werden

Ninomiya® und Cengiz!*” konnten zeigen, dass Caulerpenin hemmende Eigen-
schaften gegen Lipoxygenasen und Xanthinoxidasen aufweist. Um zu Uberprufen,
welcher Molekulteil von 13 fur die Inhibition der Enzyme verantwortlich ist und um
Struktur-Wirkmechanismen aufzustellen sowie das Pharmakophor weiter einzugren-
zen, sollen verschiedene Bisenolester unterschiedlicher Seitenketten (R;) und Ketten-
lange (R;) auf die Inhibitorischen Eigenschaften untersucht werden. Folgende Aspekte

sollen dabei durchgefiihrt bzw. naher beleuchtet werden.

e Synthese von BEAs mit gesattigten Seitenketten verschiedener Lange (Methyl,

n-Pentyl).

¢ Inhibitionsexperimente der in dieser Arbeit synthetisierten Bisenolester mit
menschlichen Lipoxygenasen und Xanthinoxidase aus Kuhmilch im Vergleich

zum bekannten Inhibitor 13

e Ermittlung der Inhibitionskinetik
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Syntheseplanung

Jerrit WeiRflog!'? adaptierte fiir die Synthese von Bisenolacetaten (BEA) der ersten
Generation die Totalsynthese des Caulerpenins nach Commeiras etal.'"’4. Als Syn-
thone flr das Bisenolacetat mit sekundarer Acetatgruppe wurden von WeiRflog
But-2-in-1,4-diol (42) und Acrolein gewahlt. Hierbei wird die 2-Substitution des Butadi-
ensystems durch die Kopplung des Acroleins mit einem lithiierten Vinylsystem, welches
aus 23 hergestellt wurde, erreicht. Dabei wird stets ein sekundarer Alkohol gebildet,
der spater in die sekundare Acetatgruppe Uberfihrt wird. Da diese Funktionalisierung
in den fir diese Studie gewlnschten Bisenolestern nicht enthalten sein sollten, mus-
sten neue Wege zu den gewunschten Bisenolestern der zweiten Generation gefunden
werden.

Zur Synthese der an Postion 2 alkylierten Bisenolester 36 sollen die funf, in Abbil-
dung 30 dargestellten, Strategien getestet werden. Alle abgebildeten Routen bauen das
Gerust der Bisenolester durch Kopplung einer Seitenkette (R) mit einem C4-Baustein
(rot) auf, wobei in Syntheseroute B diese Kopplung in der ersten Stufe und bei A in
der letzten Stufe geschieht. Synthesestrategie A zielt auf die Synthese von zentralen
halogenierten Bisenolestern 34 hin, welche in die alkylierten Bisenolester Gberfuhrt
werden konnen. Zum Aufbau der Verbindungen 34 sollen drei Strategien (Abb. 30
A1 - A3) eruiert werden. Synthesestrategie B stellt eine Adaption nach einer von mir
vorgestellten Synthese eines BEA!'”®! dar (Abb. 30 B;), welche jedoch weiteres Potential
zur Optimierung bietet (Abb. 30 B;).
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Abbildung 30: Ubersichtsschema der in dieser Arbeit geplanten zwei Syntheserouten zur
Darstellung von Bisenolestern verschiedener Sdaurekettenlangen (n) und Alkylresten (R).

Die gestrichelt eingerahmten Verbindungen sind im Chemikalienhandel verfigbar und
kénnen als Startpunkte fur die Syntheserouten benutzt werden.
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3.1.1 Synthese von halogenierten Bisenolestern (34) und anschlieBende

Kopplung (Weg A)

oy R

| " a | n R = Alkyl, Alkinyl ...

R-_-B n=0,6und 17
34 " 36 "

Abbildung 31: Synthese der mannigfaltigen Bisenolester 36 durch Kopplung (a) eines Organo-
boranes (z. B. 9-Borabicyclo[3.3.1]nonan) mit dem halogenierten Bisenolestern 34

Zentrales Element dieser Syntheseroute sind die halogenierten Bisenolester 34.
Durch Ubergangsmetallkatalyse ware es moglich verschiedenste Reste (R) in das End-
produkt 36 einzufiihren (Abb. 31). Vorteil dieser Route ist zudem, dass weniger Stufen
notwendig sind und die Ubergangsmetallkatalysierte Kopplung flexibel vielfaltige Re-
ste R in die Bisenolester einfuhren kdnnen. Vor allem fiir den Aufbau einer breiten
Subtanzbibliothek ist dies sehr interessant, um Struktur-Wirkungs-Mechanismen in
Hinblick auf die Inhibierungexperimente zu untersuchen. Eine von mir vorgestellte
Synthese zu einem koppelbaren Bisenolacetat (BEA) fuhrt den Rest R hingegen Uber
eine Carbomagnesierung der Dreifachbindung von But-2-in-1,4-diol (42) ein. Das Ver-
wenden von Organomagnesiumreagenzien in dieser Carbomagnesierung schrankt die
Auswahl des Restes stark ein (z.B. keine Elektrophilen wie Ester Aldehyde, Ketone, kei-
ne Azide (Ns) oder Halogene, keine terminalen Dreifachbindungen uvm.). Zur Synthese
der halogenierten Bisenolester sollten drei verschiedene Synthesestrategien (Abb. 30

A; - A3) untersucht werden.

3.1.1.1 Halogensubstitution an 1,4-Diacetoxybutadien (A,)

AcO AcO

| Halogenierung |
X
| |

OAc OAc X =Halogen
33 35

Abbildung 32: Halogenierung des E E-1,4-Diacetoxybutadiens (33). Das Produkt 35 dieser
Reaktion kann wie in Abbildung 31 gekoppelt werden.

Im Chemikalienhandel ist eine, den BEA sehr ahnliche und zudem Konfigurationsrei-

ne, Verbindung E,E-1,4-Diacetoxybutadien (33) verfligbar, die als Synthon eingesetzt
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werden kann. Durch Halogensubtitution an diesem fertigen Bisenolacetat ware eben-
falls eine Subtanz vom Typ 34 zuganglich, die durch ubergangsmetallkatalysierte Kopp-
lung (Abb. 31, n=0) in ein 2-substituierten Bisenolester Uberfuhrbar ware. Aufgrund
der Anwesenheit von Estergruppen in 33 kénnen jedoch keine starken Lewis-Sauren
wie zum Beispiel AlICl; eingesetzt werden, die eine elektrophile Halogensubstitution

unterstitzten wirden.

3.1.1.2 Synthese von halogenierten Bisenolestern (34) iiber Succinaldehyd (A;)

(0]
0 0 NaN
a b [ | o)
23, 24,25, oder 27 —— X X | (0]
So So OJkHV
28 31 34 n

X = Halogen.
30 d n=0,6und 17
Abbildung 33: Synthese der halogenierten Bisenolester 34. Durch Oxidation von 23, Ringoff-
nung von 24 bzw. Reduktion von 25 oder 27 kann der Dialddehyd 28 dargestellt werden
(a), welcher daraufhin Halogeniert werden kénnte (b). AnschlieBend kann dieser in das
Zwischenprodukt 34 durch Enolacylierng beider Alehydgruppen (c) Gberfihrt werden.

Reaktionsweg d beschreibt eine reduktive Uberfiihrung von Brombernsteinséure (30) in
den halogenierten Dialdehyd 31.

Wie in Abbildung 33 zu erkennen ist, soll ausgehend von den Synthons Butan-1,4-diol
(23), 1,4-Dimethoxytetrahydrofuran (24), Bernsteinsaure (25) bzw. Succinonitril (27)
der Succinaldehyd (28) gebildet werden. 28 ist jedoch schwer zu handhaben!'”®, |eicht
flichtig und auBerdem nicht kauflich erwerbbar, sodass die genannten Vorstufen als
Ausgangsmaterial dienen sollen dieses in situ herzustellen. Da Aldehyde mit verschie-
denen Halogenierungsreagenzien (z. B. N-Iodosuccinimid bzw. Iod in Kombination
mit Quecksilberchlorid) halogeniert werden kénnen, soll untersucht werden, ob eine
einfache Halogenierung (Abb. 33 Rkt. b) von 28 durch stéchiometrischen Einsatz
der Halogenierungssubstanz, erreicht werden kann. Der so erhaltene halogenhaltige
Dialdehyd 31 kénnte in ein halogeniertes Bisenolestersystem durch Enolacetylierung
(Abb. 33 Rkt. ¢) umgewandelt werden.

Daruber hinaus gibt es eine weitere Vorstufe fiir das halogenierte Succinaldehyd 31.
Durch Reduktion (Abb. 33 Rkt. d) von Brombernsteinsaure (30) und anschlieRende
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Enolacylierung (Abb. 33 Rkt. ¢) kdnnten ebenfalls halogenierte Bisenolester aufgebaut

werden.

3.1.1.3 Synthese von 34 iiber monosilyliertes Butan-1,4-diol (A;3)

HO HO Ox
a b
23 41 IJ< 29 Sl
OH oSN o>
c de f | o "
X P X Wl 8
32 O,Si\ 31 \O O)J\H/
X = Halogen

Abbildung 34: Durch selektive Monosilylierung (a) kann die Verbindung 23 in den einfach ge-
schitzten Dialkohol 41 uberfuhrt werden. Nach Oxidation (b) der verbleibenden Hydoxy-
funktion kann der entstehende Aldehyd 29 in «-Stellung halogeniert (c) werden. Durch
Silyletherspaltung (d) und abermalige Oxidation (e) kdnnte der Dialdehyd 31 dargestellt
werden, welcher durch Enolacylierung (f) in 34 Gberfuhrbar ware.

Eine dritte Moglichkeit des Aufbaus halogenierter Bisenolester ist es, die beiden
Hydroxydfunktionen von 23 in verschiedenen Synthesestufen zu oxidieren (Abb. 34).
Vorteil dieser Route ware unter anderem, dass kein Dialdehyd halogeniert wird und so
grundlegend ein zweifacher Halogeneinbau unterbunden werden kann. Nachteil dieser
Route ist aber die Erh6hung der Stufenanzahl. In dieser Syntheseroute wird ausgenutzt,
dass kleine bifunktionelle Alkohole in guten Ausbeuten Monosilyliert werden kdnnen
(Abb. 34 Rkt. a). AnschlieBend wird die verbleibende Alkoholgruppe an 41 oxidiert
(Abb. 34 Rkt. b) und der erhaltene Monoaldehyd 29 kann mittels N-Iodosuccinimid
oder anderen Reagenzien in «-Stellung halogeniert (Abb. 34 Rkt. c) werden. Vorteil des
Iodierungsreagenzes ist es, dass Tertiarbutyldimethylsilylschutzgruppen durch dieses
gespalten werden und somit wahrend des Halogenierungsschrittes (Abb. 34 Rkt. c) die
Entschutzung (Abb. 34 Rkt. d) parallel laufen wiirde, wodurch es zur Einsparung eines
Syntheseschrittes kommen wurde. Danach kdnnte die entschitzte Alkoholgruppe
oxidiert werden (Abb. 37 Rkt. e) und ebenfalls ein 1,4-Dialdehyd erhalten werden,
der durch Enolacylierung (Abb. 37 Rkt. f) in eine halogenierte Bisenolesterverbindung

uberfuhrt werden kann.
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3.1.2 Synthese mittels Carbomagnesierung (B)

3.1.2.1 Carbomagnesierung von But-2-in-1,4-diol (B;)

OH

I <
~N .
| a /Si Q b S
~d. X

Si + _ - X Mg - X
- AN X

¢ \/\/Eﬂ
43 39

OMgB
40 42 OH gbr OH
OH
07‘/!/\!\ A
cd A
[ n N
P N (o] + o
37b )J\H/
37a OH o

Abbildung 35: Synthese des Grundgerustes der koppelbaren Bisenolester nach Kocien-
ski etal.l"”’]. Der intermediér gebildete Metallazyklus 43 bedingt die Trans-Konfiguration
des Syntheseproduktes 39. AnschlieRend soll lipasenmediiert eine der Hydroxyfunktionen
verestert werden (c) und die Trimethylsilylschutzgruppe abgespalten werden (d).

Ein weiterer, schon bekannter Ansatz, ware die Synthese in Analogie zu einer von
mir veroffentlichten Studie durchzufuhren, wobei statt der verwendeten Acetylie-
rungsreagenzien Vinylacetat und Essigsaureanhydrid in der funfstufigen Synthese die
entsprechenden Fettsdurederivate eingesetzt werden kdnnten.['”>! Zentraler Schritt
bei dieser Syntheseroute ist die Carbomagnesierung von 42. Durch Deprotonierung
der Hydroxyfunktionen von 42 und anschlieBende Reaktion dieses Salzes mit der
Grignardverbindung von 40 kann das Grundgerist 39 aufgebaut werden (Abb. 35
Rkt. a und b). Die dabei eingesetzten Organomagnesiumreagenzien schranken die
eingefuhrten Seitenketten stark ein. Die terminale Dreifachbindung in 40 muss da-
bei eine Trimethylsilylschutzgruppe (TMS) aufweisen, da das saure Proton mit der
Grignardverbindung von 40 reagieren wirde. Daneben kann nicht, wie bei der Syn-
these des BEAs 18 von Weil3flog ein Azid eingesetzt werden, da Azide ebenfalls mit
Organomagnesiumreagenzien zu Aminen reagieren. 78l

Der Dialkohol 39 entsteht dabei ausschlieBlich in der Trans-Konfiguration, da wah-
rend der Synthese ein Metallazyklus 43 gebildet wird (Abb. 35 Rkt. a). Erst nach wassri-
ger Aufarbeitung (Abb. 35 Rkt. b) entsteht der Dialkohol 39. Daran anschlieRend kénnte
lipasenmediiert eine Alkoholfunktion von 39 in einen Ester einer Fettsaure Gberfihrt
werden (Abb. 35 Rkt. ¢) und nach anschlieBender Entfernung der TMS-Schutzgruppe
(Abb. 35 Rkt. d) kdnnten die Monoester 37a und 37b erhalten werden. Fur Reaktions-

schritt ¢ in Abbildung 35 sind daruber hinaus Acylquellen fir die lipasenkatalysierte
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Monoveresterung notwendig. Da diese nicht alle kommerziell erhéltlich sind, sollen
diese nach einer Synthese nach Henry durch palladiumkatalysierte Transesterifizie-
rung der bendétigten Carboxylsaure (45) in Anwesenheit von Vinylacetat (44) hergestellt
werden (Abb. 36).1'% In dieser Gleichgewichtsreaktion kann durch Uberschuss an
Vinylacetat (44), z. B. durch Einsatz als Lésungsmittel, die Reaktion auf die Seite der

Reaktionsprodukte 46 und 47 verschoben werden.

o) o) PdCl, o] o]
+ +
/\Ok HO)J\R HO)J\ /\O)J\R
44 45 46 47

Abbildung 36: Herstellung von Vinylestern (47) durch palladiumkatalysierte Transesterifizie-
rung von Vinylacetat (44) und einer beliebigen Carbonsaure (45).

Um eine erfolgreiche Synthese der Bisenolester durchzufuhren, ist es wichtig, die
Ester in unterschiedlichen Syntheseschritten einzufiihren. Eine Abkiirzung der Synthese
zu der Substanz 50, wie in Reaktionsschritt d (Abb. 37) dargestellt, wurde zwar beide
Ester beinhalten, allerdings ist es schwierig in 50 das Butadiensystem aufzubauen und
49 zu erhalten (Abb. 37 Rkt e). Rebrovic und Koser haben hierzu eine interessante
Synthese vorgestellt, bei der eine Doppelbindung mittels Phenyliodotosylaten zweifach
tosyliert werden kann. Durch anschlieRende zweifache Eliminierung von Tosylsaure
ware es moglich das Butadiensystem aufzubauen. Allerdings werden dabei lediglich

Ausbeuten von 2 bis 4 % erreicht und viele Nebenprodukte erhalten. 8%

\A)/\O\n/{’* « O\H/L%\ /O\”/{Al\ O
S N o A R ‘ e} c [ | o n [ |
\ ™~ o o
37a 482’ s | a9v |
OJ\{V}/ O)J\fﬂ/
n n
OH

Abbildung 37: Die Alkohole 37a und 37b werden durch Dess-Martin-Oxidation "8 in die Al-
dehyde 48a und 48b Uberfuhrt (a), welche im tautomeren Gleichgewicht mit den Buta-
dienolen 48a’ und 48b’ stehen (b). Durch Reaktion mit Sdureanhydrid (c) konnen die
Bisenolester 49 mit gewlinschter Saurekettenlange dargestellt werden. Wird eine zweite
Veresterung (d) an den einfachen Alkoholen 37a bzw. 37b durchgefihrt, ist die Synthese
der Bisenolester 49 schwer durchfiihrbar (e). Abgebildet sind alle méglichen Konfigurati-
onsisomere von 49.

“OH
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Um schlussendlich aus den Monoestern 37a bzw. 37b koppelbare Bisenolester 49
(vergleiche 36 R = n-Pent-4-inyl in Abb. 30) zu erhalten, musste eine Enolacetylierung,
wie sie in Abbildung 37 abgebildet ist, durchgefihrt werden. Durch Dess-Martin-
Oxidation!'8" (Abb. 37 Rkt. a) der jeweils verbliebenen Hydroxygruppen von 37a und
37b waren die einfach ungesattigten Aldehyde 48a und 48b zuganglich. Diese Aldehyde
stehen im tautomeren Gleichgewicht mit dem Butadienolen 48a’ und 48b’ (Abb. 37
Gleichgewichtsschritt b), welche durch Saureanhydrid abgefangen werden kdnnten
und in den koppelbaren Bisenolester 49 Giberflihrt werden wirden (Abb. 37 Rkt. c).
In diesem Schritt wird auch ersichtlich, dass es nicht von Bedeutung ist, welches
Regioisomer der Ester 37a bzw. 37b in der Enolacylierung eingesetzt wird, da beide
Verbindungen bei der Synthese als Ausgangspunkt genutzt werden.

Daruber hinaus bedingt die Tautomerisierung (Abb. 37 Gleichgewicht b) ein Verschie-
ben der Doppelbindungen, was den Molekiilen 48a und 48b bzw. 48a’ und 48b’ die
Moglichkeit gibt alle E- und Z-Isomere durch Rotation um ihre Einfachbindungen zu
bilden (nicht abgebildet). Deshalb entstehen die Bisenolester 49 in allen vier méglichen
Konfigurationsisomeren 49'-49"" (Abb. 37).

3.1.2.2 Carbomagnesierung von monosilylierten But-2-in-1,4-diol (B,)

OH
| ~ l 0
i Si
Si X a \
- \/\/CI + h — 7 <M
O...~ |J<
40 41 Sll 51 oS
N4 OH < o o
b S e [ S [ n d A n
. A - . N o} —_ N 0
A | J< A | J< A
38 oSN 52 oSN 37a oy

Abbildung 38: Alternative Syntheseroute zu dem Monoester 37a. Durch das EinfUhren eines
Silylethers vor der Carbomagnesierung (a) in 41 entsteht Uber das Zwischenprodukt
51 der monosilylethergeschitzte Dialkohol 38 (b = wassrige Aufarbeitung). Die nachfol-
gende Veresterung (c) kann auf chemischen Wege ohne den Einsatz von einer Lipasen
erfolgen, was rein theoretisch hohere Ausbeuten verspricht. AnschlieBend werden beide
Silylschutzgruppen entfernt (d).

Des Weiteren bietet der Aufbau der Bisenolester nach der von mir vorgestellten

Syntheseroute (Abb. 30 B,) weitere Moglichkeiten zur Optimierung. Wie schon ge-
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schildert ist es wichtig, beide Ester nacheinander einzufuhren. Die erste Veresterung
geschieht, aufgrund der zweifachen Hydroxyfunktionalitat von 39, katalysiert durch
Lipasen in Anwesenheit eines Vinylesters. Dadurch bedingen sich mehrere Nachteile,
wie kein vollstandiger Umsatz bei moderaten Reaktionszeiten, geringe Ausbeuten,
notwendige Optimierung der Reaktionsbedingungen (vor allem die Auswahl einer
Lipase), Synthese der Vinylester und keine definierte Regioselektivitat (Gemisch der
Regioisomere). Aufgrund dessen soll eine angepasste Syntheseroute Uberpruft werden
(Abb. 30 B,). Bei der in Abbildung 35 dargestellten Carbomagnesierung von 42 ist
nur eine Hydoxyfunktion im Intermediat 43 beteiligt, wahrend die andere lediglich
als Magnesiumbromidsalz vorliegt und offensichtlich keinen Einfluss auf die Reaktion
ausubt (Abb. 35). So ware es moglich diese unbeteiligte Alkoholfunktion schon vor
der Carbomagnesierung in einen Silylether zu Gberfihren, sodass der Monoalkohol
38 synthetisiert werden kénnte. Dieser kénnte ohne den Einsatz von Lipasen in einen
Monoester transformiert werden 52 (Reaktionsschritt c), wobei nach Abspaltung der

Schutzgruppen die Vorstufe der Bisenolester 37a erhalten werden kénnte.
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3.2 Synthesedurchfiihrung
3.2.1 Aufbau halogenierter Bisenolcarbonsdureester

3.2.1.1 Syntheseroute A,

Syntheseroute A (Abb. 30) beschreibt den Aufbau von Bisenolestern, die eine Ha-
logenierung an Position 2 des Butadiensystems aufweisen. Das kduflich erwerbbare
1,4-Diacetoxybutadien (33) ist den geforderten Bisenolacetaten sehr ahnlich. Darum
soll mit Hilfe verschiedener Halogenierungsreagenzien ein Proton des Butadiensyste-
mes gegen ein Halogen (X) substituiert werden (siehe Reaktionsgleichung 39). Des
Weiteren kann eine Reaktion, in Analogie zu von Djerassi und Lenk vorgestellten Halo-
genierungen ablaufen.!"®! Hierbei wurden Enolacetate in guten Ausbeuten mit Hilfe
von N-Iodosuccinimid (NIS) in «-iodierte Aldehyden umgewandelt, sodass 53 (X=1)

erhalten werden konnte.

OAc Katalysator OAc OAc
\ Halogenidquelle \ \
oder
\ X A\ X \
AcO AcO
33 35 53 X =Broderl

Abbildung 39: Halogenierung des 1,4-Diacetoxybutadien, bzw. Halogenierung eines Enolaceta-
tes, wobei eine Hydrolyse des Esters beobachtet wird und der entsprechende halogenierte
Aldehyd entsteht.

Die Reaktion von 33 mit NIS in Dioxan ergab drei neue Peaks im Gaschromatogramm
nach 24 h Reaktionszeit, welche dhnliche aber kleinere Retensionszeiten aufwiesen.
Hinzukommend zeigten diese neuen Peaks die gleichen Massenspektren auf, sodass
mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Cis-Trans-Isomerisierung beider Doppelbindungen
des Ausgangsstoffes 33 beobachtet wurde. Auf diese Weise entstehen die drei ande-
ren moglichen Konfigurationsisomere. Gleiche Beobachtungen wurden auch bei der
Reaktion von 33 mit Iod in Dichlormethan in Anwesenheit von wassriger Natriumcar-
bonatldsung gemacht, wobei die postulierte Isomerisierung schon nach einer Stunde
Reaktionszeit sehr weit vorangeschritten war. Unterstutzt wurde diese These durch
Auswertung des Protonenresonanzspektrums. In diesem war zu beobachten, dass die
Methylgruppen der Acetatreste in vier Signale aufgeteilt wurden und die Protonen

des Butadiensystems ein komplexes Kopplungsmuster aufwiesen. Des Weiteren war
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das Verhaltnis der Integrale der Butadienprotonen zu den Acetatprotonen das selbe
wie im Ausgangsstoff 33, sodass keine Substitution stattgefunden haben muss. Des
Weiteren kann eine Reaktion, nach Djerassi und Lenk!"®2! zu 53 durch das Fehlen eines
Signales des Aldehydprotons ausgeschlossen werden.

In weiteren Versuchsreihen, die unter anderem Iod oder Kaliumbromat in THF,
Iod in Anwesenheit von Quecksilberdichlorid oder Kupferdiacetat verwendeten (fur
detaillierte Informationen siehe Kapitel 6.7.1) konnte ebenfalls entweder Zersetzung

oder keinerlei Reaktion des Ausgangsmaterials beobachtet werden.

3.2.1.2 Syntheseroute A,

HOW\OH OX.
23

090 H* 2 R
/\Q/M\ s < b i \g/
— - X770

\ P

Hooc - CO0H o]

_O
(@)
o

34 *w
25 \Q e} 0 R
red. 28 31
NC/\/2C7N E— X = Br oder |
Br R= CH3, n-C5H11, n-C17H35
)\/COOH red. ox. = Oxidation
HOOC red. = Reduktion
30

Abbildung 40: Synthese von halogenierten Bisenolestern 34. Durch saurekatalysierte Ring-
6ffnung von 24, Reduktion von 25 bzw. 27 oder Oxidation von 23 ist der Dialdehyd 28
zuganglich. 28 kann daraufhin Halogeniert werden (a) und durch anschlieBende Eno-
lacylierung (b) ware 34 zuganglich. Dariber hinaus kann die direkte Reduktion von 30
ebenfalls als Quelle fur einen bromhaltigen Dialdehyden (31, X=Br) dienen.

Da eine direkte Halogenierung eines Bisenolesters 33 nicht erfolgreich war, wur-
de untersucht, ob der Einbau des Halogens durch Halogenierung eines Aldehyds in
«-Stellung erreichbar ist (Abb. 40 Reaktion a), bevor das Bisenolestersystem aufgebaut
wurde (Reaktion b). Als Aldehyd wurde Succinaldehyd (28) bendtigt, der jedoch relativ
instabil ist, aber aus verschiedenen Vorstufen (23, 24, 25 oder 27) hergestellt werden
kann. Trotz dieser vielfdltigen Darstellungmaoglichkeiten von 28 war es sehr schwierig
unter 6konomischen Aspekten 28 in zufriedenstellende Ausbeuten darzustellen. Dabei
ist vor allem die Loslichkeit der Ausgangsstoffe 25 und 27 problematisch. Diese pola-
ren Verbindungen, welche reduktiv in 28 Uberfiihrt werden sollten, besitzen eine sehr

schlechte Loslichkeit in unpolaren Lésungsmitteln (z. B. CH,Cl,) und sehr gute Loslich-
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keit in Polaren (z. B. Tetrahydrofuran (THF)). Diese Lésungseigenschaften behinderten
die Reduktion, da bei Verwendung von polaren Lésungsmitteln der entsprechende,
aber unerwunschte, Dialkohol entstehen wirde, wobei bei der Verwendung eines
apolaren Loésungsmittels, wie Dichlormethan der Dialdehyd dargestellt werden kdnnte.
Aufgrund dessen wurden beide Carboxylreste von 25 methyliert, um die Loslichkeit
in apolaren Losungsmitteln zu erhdohen. Dennoch ergab die Reduktion in CH,Cl, kei-
nen Umsatz von 25 und 28 konnte nicht nachgewiesen werden. Da die Polaritat den
Dinitrils 27 nicht beeinflussbar ist, wurde die Reduktion in einem sehr groBen Losungs-
mittelvolumen durchgefihrt (ca. 250 ml CH,Cl, fir 200 mg 27). Bei dieser Umsetzung
konnte ebenfalls kein Umsatz des Ausgangsstoffes 27 bzw. keine neue Produkte mittels
Dunnschichtchromatographie (DC) nachgewiesen werden. Aufgrund dessen wurde
eine reduktive Herstellung von 28 nicht weiter verfolgt.

Als dritter Ausgangsstoff fur die Darstellung von 28 sollte das zyklische Vollacetal
24 sauer umgesetzt werden. Allerdings konnte auch hier kein Dialdehyd nach einer
Vorschrift von Cope und Keller['®l erhalten werden und auch diese Route wurde
verworfen.

Schlussendlich konnte der geforderte Dialdehyd 28 in kleinen Mengen durch Dess-
Martin-Oxidation!'8"! von Butan-1,4-diol (23) nachgewiesen werden. Mittels DC (Petro-
lether (PE): Diethylether (DE), 2:3) konnte ein partieller Umsatz des Ausgangsstoffes 23
und zwei neue Produktflecken detektiert werden. Im Vergleich mit dem nicht retardie-
renden Ausgangsstoff konnte dies auf eine einfache Oxidation (Rf=0,27) bzw. auf den
gewunschten Dialdehyd (R¢=0,5) hindeuten.

Problematisch zeigte sich allerdings auch hier die Auswahl alternativer Losungsmit-
tel und zudem die bendtigte Menge an Oxidationsreagenz. Der polare Dialkohol 23 ist
schlecht I6slich in CH,Cl; und zeigt womdglich deswegen nur einen geringen Umsatz in
diesem Losungsmittel. Ein Durchfiihren der Dess-Martin-Oxidation in THF oder Aceto-
nitril, in denen der Ausgangsstoff 23 gut |6slich ist und welche laut Literatur'8" bei der
Oxidation verwendet werden kdnnen, ergab kein Oxidationsprodukt. Aufgrund dessen
wurde ein praparativer Ansatz der Oxidation in einem erhéhtem Lésungsmittelvolu-
men CH,Cl, und in Anwesenheit von drei Aquivalenten Dess-Martin-Periodinan pro

Hydoxyfunktion durchgefiihrt und die Stoffe sdulenchromatographisch voneinander
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getrennt. GC-MS Messungen der Fraktionen der praparativen Sdulenchromatographie
brachten indes ahnliche Ergebnisse, wie die eingangs erwahnten Reaktionskontrollen.
Das vermeintliche einfache Oxidationsprodukt (Rf=0,27) zeigte, im Vergleich zum
zweifachen Oxidationsprodukt (Rf=0,5), eine héhere Retentionszeit im Gaschromato-
gramm, was im Einklang mit der relativen Fliichtigkeit beider Verbindungen einhergeht
(Aldehyde sind fluchtiger als Alkohole). Dartber hinaus war die Massendifferenz bei-
der Substanzen von zwei detektierbar (Abstraktion von H, durch die Oxidation von
Alkohol zu Aldehyd). Trotz dieser vielversprechenden Resultate, waren mittels NMR-
spektroskopischen Analysen jedoch keine Aldehydprotonen detektierbar. Eventuell
zersetzt sich der Aldehyd oder reagiert intermolekular durch Kondensationsreaktionen
bei der Aufkonzentration der Fraktionen der Saulenchromatographie. Aufgrund dieser
vielfaltigen Probleme (Instabilitat des Dialdehyden 28, unvollstandige Oxidation und
Einsatz des teuren Oxidationsmittels im Uberschuss) konnte die Syntheseroute nicht

weiter verfolgt werden.

3.2.1.3 Syntheseroute A3

Die dritte Syntheseroute des Aufbaus halogenierter Bisenolester ist der eben bespro-
chenen angelehnt, in dieser wird jedoch anstatt eines Dialdehyden ein Monoaldehyd
halogeniert (Abb. 41).

HO_~~on i \Sli'o\/\/\OH
23 41
b \SI/O\/\AO C \SI/O\/\IAO
I T X 32

0
d, e O N f o o
—_ (0] > W o) X = Br oder |

31 X 0 X 34 h n=0,617

Abbildung 41: Durch selektive Monosilylierung (a) kann der Dialkohol 23 in den Monosilylether
41 iberfiihrt werden.['®! Nach anschlieBender Oxidation (b) der verbleibenden Hydoxyd-
funktion kann der Monoaldehyd in «-Stellung halogeniert werden (c). Nach Abspaltung
der Silylschutzgruppe (d) und zweiter Oxidation (e) wird der entstehende Dialdehyd 31
durch Enolacylierung (f) in den halogenierten Bisenolester 34 umgewandelt werden.
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Im ersten Schritt wird ausgenutzt, dass kleine bifunktionelle Alkohole durch geschick-
te Reaktionsfiihrung Monosilyliert werden kdnnen (Reaktion a). Dazu wurde nach einer
Vorschrift von McDougal etal.l'® vorgegangen und der Silylether 41 erhalten. Bei
dieser Synthese bildet 23 mit Natriumhydrid ein Monoalkoholat, das aufgrund seiner
Schwerldslichkeit keine weitere Deprotonierung erfahrt. Dieses Monoalkoholat wird
daraufhin mit einem Unterschuss an Tertiarbutyldimethylsilylchlorid abgefangen und
es entsteht annahernd quantitativ (bezogen auf das Silylchlorid) der Monoether 26.
AnschlieBend wurde 26 mit Hilfe von Dess-Martin-Periodinan!'®! in den Aldehyden
29 mit einer Ausbeute von 77 % Uberfiihrt (Abb. 41 Rkt. b). Leider erbrachte die dar-
auffolgende Iodierung mit NIS von 29 keine eindeutigen Ergebnisse (Abb. 41 Rkt. c).
Dunnschichtchromatographische Analysen des Reaktionsgemisches nach 24 h erga-
ben einen fast vollstandigen Verbrauch des Ausgangsstoffes und neue Verbindungen.
Dabei bildete sich ein Hauptprodukt, welches einen geringeren Ri-Wert als 29 aufwies.
GC-MS Analysen dieses Produktes ergaben, dass es sich dabei um das Desilylierungs-
produkt des Aldehyd 29 handelte. So haben auch Karimi etal. schon beschrieben,
dass Tertidarbutyldimethylsilylether labil gegentiber NIS sind und als mildes und selekti-
ves Reagenz zur Abspaltung dieser Schutzgruppe eingesetzt werden kann.['8% Diese
Nebenreaktion ist allerdings keinesfalls storend, da die Schutzgruppe in der darauf-
folgenden Stufe gespalten werden musste (Abb. 41 Rkt. d). Trotzdem konnte neben
dieser Silyletherspaltung keine Iodierung von 29 beobachtet werden. Daher wurde ein
weiteres Aquivalent NIS zur Reaktionsmischung gegeben und die Reaktion fur weitere
24 h geruhrt. Leider konnte auch dabei keine Iodierung beobachtet werden.

Schlussfolgernd war es mit Syntheseroute B nicht méglich einen halogenierten
Bisenolester 34 fur die Ubergangsmetallkatalysierte Kopplung herzustellen. Es schei-
terten die Versuche das Bisenolacetat 33 zu halogenieren (Abb. 30 By) und der Dialde-
hyd 28 konnte nicht dargestellt werden (Abb. 30 B;). Darliber hinaus konnte in den
Monoaldehyd 29 kein Iod eingefiihrt werden (Abb. 30 B3).
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3.2.2 Synthese der Bisenolcarbonsdureester durch Carbomagnesierung

| OR ~ S| OH
|
N a:DE, A - Y
Si + N A
7
\/\/X \ h
OR 39 “Son
X = Cl (40) R 42
- ( =H@2)
MeMgBr
X = MqCl R = MgBr
b: Vinylacetat, ANL OAc OH d: D.-M.-Ox. OAc
c: TBAF A . A e: Ac,0, Net, A \
X X - ‘
54a 54b
OH OAc 55 Moac

Abbildung 42: Synthese des koppelbaren Bisenolacetates der zweiten Generation (55) aus
meiner Diplomarbeit.!"”>! Durch Carbomagnesierung (a) konnte das Grundgerist 39
aufgebaut werden. Nach enzymatischer Monoacetylierung mit Aspergillus niger Lipase
(ANL) (b) und darauf folgender Trimethylsilylabspaltung (c) waren die Monoester 54a und
54b zuganglich. Durch Dess-Martin-Oxidation (d) der verbleibenden Hydoxyfunktion und
anschlieBender Enolacetylierung (e) konnte das BEA 55 erhalten werden.

Aufgrund von vielfaltigen Problemen der Syntheseroute A (Kapitel 3.2.1) wurde ver-
sucht die Bisenolester verschiedener Sdaurekettenlange in Anlehnung der in meiner Di-
plomarbeit vorgestellten Synthese herzustellen. Abbildung 42 zeigt die Flinfstufensyn-
these zur Darstellung des Bisenolacetates (BEA (55)) ausgehend von But-2-in-1,4-diol
(42) und dem chlorierten Alkin 40 mit einer Gesamtausbeute von ca 4 %, bezogen auf
40. Diese Synthese konnte adaptiert werden, indem die Acetylierungsreagenzien in
der zweiten und funften Stufe (Abb. 42 Rkt. b und e) gegen entsprechende langkettige

Acylierungreagenzien ausgetauscht werden wirden.

3.2.2.1 Syntheseroute B,

Um im zweiten Schritt eine Monoacylierung mittels Lipasen und Vinylcarboxylaten
bei der Synthese zu meiden (Abb. 42 Rkt. b), wurde zunachst der alternative Weg B;
(Abb. 30) durch Carbomagnesierung von monosilylierten But-2-in-1,4-diol verfolgt.
Zur Herstellung von 41 wurde nach Najdil'®! vorgegangen (Abb. 43 Rkt. a), um 41 zu
erhalten. Allerdings zeigte die Auswertung der GC-MS-Chromatogramme sowie der
NMR-Spektren, dass zum Grol3teil das zweifach geschutzte Produkt gebildet wurde.
Darum wurde versucht, 41 in Analogie zu 26 nach McDougal et al.!'8¥ durch Deproto-
nierung mit Natriumhydrid herzustellen. Bei dieser Reaktion wurde jedoch auch nur

ein Gemisch aus einfach und zweifach silyliertem 42 erhalten. Durch saulenchromato-
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graphische Aufreinigung beider Ansatze konnte schlussendlich 41 in einer Ausbeute

von 18 % dargestellt werden (bezogen auf das Silylchlorid).

a4: Imidazol oder NaH OH bs: MeMgBr
OH / by 72, A < OH
as: CI—Si i
\ 2 CI Sl\‘é \\ b3: HZO /SI %
S 57 N J<
O...~ .
58 O SII . 54 o Sis
4 _Si, 9
(0]
\Sll _ Mg \Sll \ + \
e A - A
N__a N~ Mol 73 O 74
Si ]
56 72 !

Abbildung 43: Synthese des monosilylierten Dialkohols 38. Durch selektive Silylierung (a;
und a;) einer Alkoholgruppe von 42 konnte der Silylether 41 hergestellt werden. In der
anschlieBenden Carbomagnesierung (b, bis bs) der Dreifachbindung von 41 konnte kein
Produkt 38 nachgewiesen werden, da 41 womaéglich durch die Deprotonierung durch
MeMgBr einem intermolekularen Silylgruppentransfer unterlag (c).

Die nun zugangliche Verbindung 41 wurde daraufhin der Carbomagnesierung un-
terzogen (Abb. 43 Rkt. b). Doch auch nach 24 h Reaktionszeit konnte mittels GC-MS
nicht das Produkt 38 nachgewiesen werden. Dennoch war im Gaschromatogramm zu
erkennen, dass ein Teil des Ausgangsmaterials 41 verbraucht war und eine Subtanz de-
tektiert werden konnte, welche die selbe Retentionszeit und Massenspektrum wie das
ungewtunschte Produkt der Monosilylierung (Abb. 43 Rkt. a) besal3. Darum ist davon
auszugehen, dass durch die Deprotonierung von 38 intermolekular eine Ubertragung
der Tertidrbutyldimethylsilylgruppen stattfindet (Abb. 43 Rkt. c). Eventuell findet diese
Reaktion auch wahrend der Synthese von 41, durch den Uberschuss an eingesetzten
Natriumhydrid statt und ist verantwortlich fir die schlechte Ausbeute von 41. Da auf
die Deprotonierung der Hydroxyfunktion von 38 bei der Carbomagnesierung jedoch
nicht verzichtet werden kann, konnte diese Syntheseroute nicht weiter verfolgt werden

und es wurde nach Syntheseroute B, vorgegangen.

3.2.2.2 Syntheseroute B,

Fur die Darstellung der Bisenolester langkettiger Carboxylsauren in Analogie zur
Synthese von BEA (55) ist es notwendig die Vinylester der entsprechenden Carboxyl-
sauren fur die lipasenkatalysierte Monoacylierung herzustellen. Durch Transesterifi-

zierung von Vinylacetat (44) mit Carboxylsauren verschiedener Lange in Anwesenheit
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Abbildung 44: Synthese der Vinylcarboxylate verschiedener Saurekettenlange 59, 60 und 61
fur die lipasenmediierte Umsetzung des Dialkohols 39 zur Monoacylierung.

von Palladiumdichlorid konnten Vinylcapronat (59), Vinyllaurat (60) und Vinylstearat
(61) in guten Ausbeuten hergestellt werden. Die Aufreinigung erfolgte dabei durch
Destillation (59) bzw. Saulenchromatographie (60 und 61). Daran anschlieBend wurde
der Dialkohol 39 mit diesen Vinylestern in parallelen analytischen Ansatzen mit ver-
schiedenen Lipasen inkubiert (siehe Tabelle 1). Ziel war es, die ideale Lipase zu finden,
welche 39 mit der groBten Ausbeute monoacetyliert (Tabelle 1 eingebettete Abb.).
Zur Vervollstandigung des Trends des enzymatischen Veresterung wurde zusatzlich
Vinyllaurat eingesetzt. Eine Unterscheidung der Ausbeute von Produkt A bzw. A" wurde
dabei nicht vorgenommen, da die Regioselektivitat fur die spatere Umsetzung zum
Bisenolester keine Rolle spielt (siehe Abb. 37) und nur eine Diesterbildung durch die

Lipasen vermieden werden sollte.

Tabelle 1: Experimente der Transesterifikation von 39 mit verschiedenen Lipasen,
zur Herstellung der Monoester A bzw. A’ (siehe Abb. in der Tabelle). Leeres Feld
= nicht getestet; - = nicht beobachtet; + = schwach erkennbar; ++ = erkennbar;
+++ = stark erkennbar (semiquantitative Einschatzung der Produktflecken der
DC nach Anfarbung mit Seebachreagenz nach drei Tagen Reaktionszeit bei RT)

Lipase,

| OH |
~ Sli _OH Acylquelle/ s' O\H,H\ si Ssi ° >
- \Nﬁ\ Diisopropylether ! \\ g 5 n . X N o . % N [e} o
3 s s

OH OH N ]
Produkt A Produkt A Produkt B
n=4,10, 16
Acylquelle | Vinylcapronat Vinyllaurat Vinylstearat
. Produkt | Abaw.A' B |Abzw.A B |Abaw.A B
Lipase
Aspergillus niger - - + - ++ -
Mucor Javanicus + - ++ ++
Candida antarctica - ++ + - F S+
Rhizopus arrhizus + - +++ - 4+ +
Rhizopus niveus - - - -
Candida rugosa +H+ + - -
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Wie sich in der Tabelle der enzymatischen Veresterungen erkennen lasst, kann nicht
jede beliebige Lipase firr die Darstellung der verschiedenen gewlinschten Monoester
eingesetzt werden. Die zur Herstellung der Acetate eingesetzte A. niger Lipase zeigte
bei Einsatz der Capronate keinerlei Aktivitat und nur eine sehr geringe bei den langer-
kettigen Laureaten und Stearaten, jedoch mit Praferenz zur Monoesterbildung. Eine
getestete Lipase aus R. arrhizus formte unter den gewahlten Reaktionsbedingungen
keinerlei Produkte und eine Lipase aus C. antartica zeigte die hdochste Reaktivitat
unter Verwendung von Vinylstearat als Acylquelle, formte aber gro3e Mengen des
unerwunschten Diesters. Als ideale Lipase zur Herstellung der Capronate kristallisierte
sich die Lipase aus C. rugosa heraus und zur Herstellung der langerkettigen Lauryl-
monoester bzw. Stearatmonoester eignete sich Lipase aus R. arrhizus am besten.
Interessanterweise erbrachte die Umsetzung der Capronate mit Lipase aus R. arrhizus
ebenfalls eine Monoveresterung von 39 ohne einen Diester von 39 zu bilden. Allerdings
war diese Umsetzung nicht sehr weit vorangeschritten und im Vergleich zu C. rugosa

bei gleicher Reaktionszeit (3 Tage) im Nachteil.
Ssi O\n/\/\/
\/\/%\O
Lipase aus C. rugosa,
Diisopropylether/ 59 (1:1) 62a

< OH 0

Si
-
\/\{ J—
X
39

OH

Lipase aus R. arrhizus,
Diisopropylether/ 61 (1:1) 63a OH

Abbildung 45: Monoacylierung des Dialkohols 39 in Anwesenheit von Vinylcapronat (59) bzw.
Vinylstearat (61). In beiden Fallen wird ein Gemisch aus den Monoestern erhalten.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden praparative Ansatze dieser Monoacylierun-
gen durchgefihrt und die Monocapronate 62a und 62b mit einer Ausbeute von 39 %

bzw. die Monostearate 63a und 63b mit einer Ausbeute von 75 % erhalten, wobei die
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jeweiligen Monoester sdulenchromatographisch nicht von einander getrennt wurden.
Durch Integration der Methylenprotonen des 1,4-But-2-endiolsystems wurde deren
Verhaltnis untereinander bestimmt. So war zu beobachten, dass bei allen durchge-
fihrten Monoacylierungen (inkl. der Acetate aus einer frilheren Studie!’”™), bevorzugt
der Ester an Position 1 des 1,4-But-2-endiolsystems gebildet wurde (Produkt A in der
in Tabelle 1 eingebetteten Abb.). Ein Trend lasst sich indes erkennen, da bei einer
langeren eingefuhrten Seitenkette das Verhaltnis auf der Veresterung an Position 1
bei den praparativen Ansatzen liegt (bei den analytischen wurden dieses Verhaltnis
nicht bestimmt). Bei Verwendung der Acetate wurde Produkt A (107a) zu 54 % gebildet,
wohingegen bei den Capronaten dies auf 61 % (62a) anstieg und bei den Stearaten mit
69 % (63a) am hochsten war.

AnschlieBend wurde in beiden Fallen die Trimethylsilylschutzgruppe mittels Stan-
dardreaktion durch Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) abgespalten (Abb. 46 Rkt. a),
um die entsprechenden Monoester 64a und 64b bzw. 65a und 65b mit terminaler Drei-
fachbindung quantitativ zu erhalten. Dieser Schritt muss zwingend vor dem Aufbau des
Bisenolestersystems geschehen, da schon gezeigt werden konnte, dass Bisenolacetate
labil gegenliber TBAF sind.!'”!

OTH o H. OTH
A n
n=4 62a a: TBAF, HZO n=4 64a b D.-M.-Per. n=4 66a 0

n=1663a n=1665a ©OH n=16 67a

\/\/{ N o \/\/LL
n=4 62b o =4 64b oJkH/ 4 66b

n=16 63b n =16 65b n =16 67b
Abbildung 46: Zur spateren Kopplung der Bisenolester durch Kupfer-katalysierte AIkm-A2|d
Zykloaddition (CuAAC) wurde die TMS-Schutzgruppe mittels TBAF entfernt (a). Daran
anschlieBend wurden die verbleibende Hydroxyfunktion oxidiert, um die Vorstufe fur die
Bisenolester zu erhalten.(D.-M.-Per. = Dess-Martin-Periodinan!8™)

é

Um nun die gewlnschten Bisenolfettsaureester der Capronate (BEC 68) und Stearate
(BES 69) zu erhalten, wurden die Monoester 64a und 64b bzw. 65a und 65b mittels
Dess-Martin Periodinan zu entsprechenden ungesattigten Aldehyden 66a und 66b
bzw. 67a und 67b oxidiert (Abb. 46 Rkt. b). Um die Verluste nach der Synthese durch

Dekomposition der ungesattigten Aldehyde zu minimieren wurden diese durch keine
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Aufreinigungsschritte (z. B. Saulenchromatographie) isoliert und direkt fur die darauf

folgende Enolacylierung (Abb. 47) eingesetzt.

o\ o
\/\)/\LO \/\/RLO
b: NEtz, 4-DMAP, 80 °C O\H/H\
n=4 66a n=4 66a' (CHa(CH,),C0),0 ‘ N

n=1667a n=1667a" X 0,
_0 \
o
n=4 68(BEC) '
66b 66b" n =16 69 (BES)

n 16 67b n 16 67b’

Abbildung 47: Enolacetyllerung der ungesattlgten Aldehyde 66a und 66b bzw. 67a und 67b.
Durch Ausnutzung des tautomeren Gleichgewichtes (a) kdnnen die entsprechenden Buta-
dienol 66a’ und 66b’ bzw. 67a’ und 67b’ mittels Enolacetylierung (b) in die Bisenolfettsau-
reester 68 bzw. 69 Uberfiihrt werden.

Die aus dem Oxidationsschritt (Abb. 46 Rkt. b) erhaltenen ungesattigten Aldehyde ste-
hen im tautomeren Gleichgewicht mit den Butadienolen 66a’ und 66b’ bzw. 67a’ und
67b’ (Abb. 47 Rkt. a). Diese Tautomerieprodukte werden durch die Anwesenheit von
Carbonsaureanhydrid und 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) in Triethylamin (NEts)
acyliert (Abb. 46 Rkt. b). Diese Tautomerisierung ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Enolacylierung, welche aus diesen Grunden bei erhéhter Temperatur von
80°C und Anwesenheit der Base als Losungsmittel durchgefuhrt wird.

Auffallig waren jedoch die deutlich zu hohen Integrale der Saureketten im NMR-
Spektrum beider Fettsdurebisenolester im Vergleich zu den restlichen Protonen. Da
beim Abbrechen der Synthese durch Zugabe von Natriumhydrogencarbonat das Uber-
schussige Saureanhydrid hydrolysiert wurde, entstehen erhebliche Mengen an ent-
sprechender Saure. Diese konnte nicht vollstandig saulenchromatographisch abge-
trennt werden, jedoch gelang dieses leicht durch l6sen der Verbindungen 68 und 69 in
Diethylether und anschlielendes Ausschitteln mit gesattigter Kaliumcarbonatlésung.
Wichtig hierbei war es, die Fraktionen der Saulenchromatographie dieser Prozedur zu
unterziehen, da beim Ausschutteln der Reaktionsmischung mit Kaliumcarbonatldsung
ein breiiger Niederschlag ausfiel, der die Weiterarbeit stark einschrankte. Dabei kann
es sich um Niederschlage der Kalisalze der Fettsduren und/oder Triethylammoniumhy-
droxid handeln. 68 und 69 Uberstanden dabei diese Prozedur ohne eine Verseifung

durch das alkalische Kaliumcarbonat zu erfahren, da keinerlei Aldehydprotonen im
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Protonenresonanzspektrum nachweisbar waren Somit ist die Basenstabilitat (pH-Wert
der basischen Losung ca. 12) der Fettsaurebisenolester gezeigt.

Analog zu BEA 55 entstanden die Fettsaurebisenolester 68 und 69 in allen vier
moglichen E- und Z-Konfigurationsisomeren des Butadiensystems (vgl. Abb. 37). Mit
Hilfe der Auswertung des NMR-Spektrum war es allerdings moglich deren Verhaltnis
zueinander zu bestimmen. Das Signal des mittleren vinylischen Protons an Position 3
(Abb. 48 eingekreist) ist fur die einzelnen Konfigurationsisomere eines Bisenolesters
unterschiedlich und zudem nicht von anderen Signalen Uberlagert.

" OCO(CH3),CH3
3 relative Integrale des vinylischen Protons

Signal (ppm) 6,43 594 569 5,14
OCO(CH,),CH; N= 0 55(BEA) 55% 23 % 8% 13%
n=4 68(BEC)41% 27% 14% 17 %
n=16 69(BES) 55% 17 % 8% 21%

é\

5.70
5,68

65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50
Chemische Verschiebung (ppm)

Abbildung 48: Signale im NMR-Spektrum des mittleren vinylischen Butadienprotons an Po-
sition 3 (eingekreist) der Bisenolester 55, 68 und 69. Die chemische Verschiebung des
markierten Protons ist fir die vier Konfigurationsisomere innerhalb eines Bisenolesters
unterschiedlich und erlaubt durch Integration die Bestimmung der relativen Verhaltnisse
der Konfigurationsisomere (siehe eingebettete Tabelle).

Dadurch konnte durch die Integration der vier Signale die relative Zusammensetzung
der Konfigurationsisomere eines Bisenolesters erhalten werden. Wie in der eingebette-
ten Tabelle in Abbildung 48 zu erkennen ist, wird das Isomer mit dem tieffeldverscho-
benen Proton ( Dublett bei ca. 6,43 ppm) bei allen Bisenolestern bevorzugt gebildet.
Die Kopplungskonstante von ca. 12 Hz dieses Protons bei allen Bisenolestern lasst zu-
dem auf eine Trans-standige Doppelbindung schlieBen. Die selbe Kopplungskonstante
konnte auch bei dem Signal bei 5,93 ppm ermittelt werden, wohingegen die beiden
hochfeldverschobenen Signale bei 5,69 ppm und 5,14 ppm eine Kopplungskonstante
von ca. 6 Hz zeigen und somit dem Cis-Isomer an dieser Doppelbindung zuzuord-
nen sind. Die Trans-Produkte werden bevorzugt gebildet, da die sterische Hinderung

hierbei in jedem der Bisenolester am geringsten ist.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass erfolgreich die gewiinschten, tber Hiusgen-
Cycloaddition koppelbaren, Bisenolester der zweiten Generation der Capronate und
Stearate synthetisiert werden konnten. Hierbei wurde die, aus einer fruher veroffentli-
chen Studie, entwickelte flinfstufige Synthese eines Bisenolacetates (Gesamtausbeute
11 %) adaptiert (Syntheseroute B,).!"”*! Fiir das Bisenolcapronat (68) konnte eine Ge-
samtausbeute von 4,3 % erreicht werden und fiir das Bisenolstearat (69) 16,6 %. Eine
aullerst vielversprechende Synthese eines halogenierten Bisenolestersystem, welches
sehr flexibel mit funktionalen Seitenketten gekoppelt werden kdnnte, konnte nicht

erreicht werden.

3.2.3 Kopplung der Bisenolester 55, 68 und 69 mit fluoreszenten Aziden

In Analogie zu dem BEA der ersten Generation 18 von Weiflogl'® wurde die Bise-
nolester dieser Studie mit einem Fluorophor verbunden. Aufgrund der sehr guten
Erfahrungen mit dem Fluorophor DY-490['® wurde dieses auch in der vorliegenden
Studie benutzt. Vorteile des Fluorophors sind die gute Fluoreszenzquantenausbeute,
sowie sehr gute Wasserloslichkeit. Da die Enzymassays im wassrigen Medium und
auch bei schwachen Markierungsgraden oder mit geringen Proteinkonzentrationen

durchgefihrt werden sollen, eignet sich dieses Fluorophor somit sehr gut.
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Abbildung 49: Ausgehend von dem Fluorophor 70, das eine durch einen
N-Hydroxysuccinimidester aktivierte Carbonsdaure besitzt, wurde das fluoreszen-
te Azid 71 hergestellt (a). Das dafiir notwendige organsiche Azid 74 wurde aus
3-Aminopropylbromid (73) mit Natriumazid (NaNs) unter Ruckfluss in Acton hergestellt
(c). Die Kopplung des Azides 71 mit dem Alkin 55 geschah unter CuAAC-Bedingungen (b),
jedoch war 72 sehr instabil und konnte nicht aufgereinigt werden.

Das dafur bendtigte Fluoreszente Azid 71 wurde aus der N-Hydroxysuccinimid-
aktivierten (NHS-Ester) Carbonsaure 70 und 3-Azido-propylamin (74) hergestellt. Mit-

tels praparativer HPLC konnte 71 mit hoher Reinheit und quantitativ erhalten wer-
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den. Darauffolgend wurde das fluoreszente Azid unter Cul-Katalyse in Tertidrbutanol-
Wasser-Gemisch mit BEA (55) zur Reaktion gebracht. Durch HPLC-MS gestitzte Reak-
tionskontrollen konnte nach 8 h ein partieller Verbrauch von 71 und ein neuer Peak
nachgewiesen werden. Dieser neue Peak hatte die gewlinschte Masse von m/z =972
(M- von 72, MS-ESIneg) des Kopplungsproduktes 72. Da nach weiteren zwei Stunden
Reaktionszeit keine Erhdhung des Produktpeaks zu verzeichnen war, wurde das Re-
aktionsgemisch mittels praparativer HPLC-UV/Vis aufgereinigt. Die Auswertung des
Protonenresonanzspektrums ergab jedoch keinerlei Hinweise auf das Bisenolacetat-
system und konnte zudem nicht eindeutig ausgewertet werden. Ebenfalls wurde bei
flussigchromatographischer Analyse dieser NMR-Probe keinerlei Produktpeak mehr
detektiert, sodass davon ausgegangen wurde, dass 72 wahrend der Aufkonzentrati-
on oder der Messung des Protonenresonanzspektrums zersetzt hat. Moglicherweise
kommt es bei der Entfernung des Losungsmittels zur saurekatalysierten Esterspaltung,
da die bei der praparativen HPLC eingesetzten Eluenten 0,1 % Ameisensdure enthielten.
Darum wurde in einem weiteren Syntheseansatz bei der Aufreinigung auf angesduerte
Eluenten verzichtet und die 72 enthaltenen Fraktionen mittels Festphasenextrations-
Kartusche (Umkehrphase) vor der Entfernung des Losungsmittels gewaschen. Dennoch
konnte auch hier nur die Zersetzung von 72 beobachtet werden. Daruber hinaus brach-
te auch ein Wechsel der Aufreinigung mittels Normaldrucksaulenchromatographie mit
C18-modifiziertem Silicagel keine Verbesserung.

Des Weiteren wurde bei allen Syntheseversuchen von 72 ein nur unvollstandiger
Umsatz des Azids 71 nach mehreren Stunden festgestellt. Um die CuAAC-Katalyse
zu verbessern und um die Reaktionszeiten zu verkilrzen, wurde in einem weiteren
Syntheseansatz Tris(benzyltriazolylmethyl)amin (TBTA) hinzugegeben. Dieser Ligand
komplexiert das fiir die CUAAC notwendige Cu® und bewahrt es vor der Oxidation zum
katalytisch inaktiven Cu und unterstiitzt durch die Struktur des Komplexes mit Cu!
die Katalyse.['87-89 Dennoch konnte auch hier kein vollstandiger Umsatz beobachtet
werden und das Produkt zersetzte sich abermals nach der Aufreinigung, sodass davon
ausgegangen werden muss, dass die Verbindung 72 instabil ist.

Angesichts der Probleme mit dem Farbstoff DY-490 wurden alternative fluoreszente

Farbstoffe auf ihre Verwendung als Fluorophor fir die Bisenolester untersucht. In
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der Literatur[ sind viele Fluorophore bekannt, welche erfolgreich fiir ABPP Anwen-
dungen benutzt wurden, sodass hieraus ein Auswahl getroffen wurde. Ein Vergleich
der Fluorophore mit dem Angebot einiger Chemikalienanbieter engte die Auswahl
auf Tetramethylrhodamin (TAMRA) und Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD) ein. Diese
beiden Fluorophore wurden schon in verschiedenen Markierungsexperimenten mit
Serinhydrolasent®>'9' yerwendet und sollten somit auch kompatibel mit den Zielenzy-
men der Bisenolester dieser Arbeit sein. Vorteil bei der Verwendung zweier strukturell
unterschiedlicher Fluorophore ist zudem, dass der Einfluss des Fluorophors auf die

Markierungseigenschaften untersucht werden kann.

a: 74, Net;, DMF

76
NO, b: 73, MeOH, NO, NO,
_N Hunigbase _N c: NaN;, DMF =N
0 _ 0 _ 0
=N N N
cl AN~ Br HN._~_ N3

77 78 79

Abbildung 50: Synthese der alternativen koppelbaren Fluorezenzfarbstoffe. Ausgehend vom
N-Hydroxysuccinimidester 75 wurde ein fluoreszentes Azid 76 hergestellt. Ebenso wurde
ausgehend von 77 Uber zwei nucleophile Substitutionsschritte das Azid 79 synthetisiert.
(DMF: Dimethylformamid, Hunigbase: Diisopropylethylamin)

Da das TAMRA-Fluorophor ebenfalls als NHS-Ester zuganglich war, konnte analog
zu 71 durch die Umsetzung mit 74 das gewunschte fluorenszente Azid 76 hergestellt
werden (Abb. 50 Rkt. a). Zur Darstellung der anderen fluoreszenten Azids 79 wurde
nach Key und Kairo vorgegangen.!'9?! Der Chlorsubstituent in 77 konnte zunachst
durch Reaktion mit einem primaren Amin 3-Aminopropylbromid, (73) ausgetauscht
werden, sodass in Anwesenheit von Hunigbase (Diisopropylethylamin, nicht nukleophi-
les Amin) ein entsprechendes Amin 78 entstand (Abb. 50 Rkt. b). AnschlieBend wurde
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das Brom mit Natriumazid in Dimethylformamid (DMF) (Rkt. c) substituiert, sodass das
gewunschte koppelbare NBD 79 dargestellt wurde.

Daran anschlieBend wurden die fluoreszenten Azide 76 bzw. 79 mit 55 unter
Cu'-Katalyse in Anwesenheit von TBTA gekoppelt. Beide fluoreszente Bisenolaceta-
te 80 und 81 konnten quantitativ nach Reaktionszeiten von 2h bzw. 16 h erhalten
werden, wobei 80 durch Normalphasen-Saulenchromatographie aufgereinigt wurde
und 81 mittels praparativer HPLC. Diese Stabilitat beider BEAs der zweiten Genera-
tion, wahrend der Synthese und Aufreinigung lasst somit den Schluss zu, dass das

Bisenolacetatsystem in Kombination mit gewissen Fluoreszenten Resten instabil ist.

Abbildung 51: Strukturen der synthetisierten fluoreszenten Bisenolacetate.

Ferner ist das NMR-Spektrum des Kopplungproduktes aus 55 mit dem Fluorophor
76 sehr komplex und es kommt zu einer starken Uberlagerung von Signalen. Durch
die vielen aromatischen Protonen und der zusatzlichen Stellungsisomerie am nicht
anilierten Ring des TAMRAs kommt es zu einer Uberlagerung mit dem schon komple-
xen Kopplungsmuster der Butadienprotonen (vgl. Abb. 48). Aufgrund dessen wurde
die Auswertung der Protonenresonanzspektrum zur Strukturaufklarung von 81 in-
direkt und durch Vergleich mit den Protonenresonanzspektren der Ausgangsstoffe
durchgefuhrt.

Insgesamt sind fur 81 acht Isomere zu erwarten. Diese Komplexitat zeigte sich vor
allem im Bereich von 5.4 ppm bis 8,4 ppm, da hier kaum noch eine eindeutige Zuord-
nung moglich ist. Allerdings lieB sich durch das Integrale im Bereich von 5,25 ppm bis
8,5 ppm auf die Anwesenheit der notwendigen 13 Protonen schlieBen. Wie in Abb. 52

zu erkennen ist, Uberlagerten neun aromatische Protonen des TAMRA mitdenen des
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Abbildung 52: Protonenresonanzspektrum des TAMRA-BEA 81. Da dieses aus acht Isome-
ren besteht kommt es zu komplexen Uberlagerungen im Bereich der vinylischen und
aromatischen Protonen. Die zuordenbaren Protonen sind mit Buchstaben markiert.

Triazolrings und den drei des Butadiensystems (mit vier Isomeren). Zusatzlich liel3
sich erkennen, dass die Protonen a und b (Abb. 52) aufgrund der para- oder me-
ta-Verknipfung des nicht anilierten Rings jeweils zwei Signale erzeugen und auch
die Methylenprotonen f durch die Konfigurationsisomerie des Butadiensystems vier
Signale erzeugen. Trotzdem waren die restlichen Strukturelemente, wie die zwei ali-
phatischen Methylenketten durch H,H-COSY Experimente zuordenbar und auch die
Prasenz der Acetatprotonen bei ca 2,25 ppm war gegeben, sodass die Richtigkeit der
Struktur gesichert werden konnte.

Deutlich einfacher gestaltete sich die Auswertung des BEA 80 mit NBD-Fluorophor.
Die beiden aromatischen Protonen erfahren keinerlei Uberlagerung mit denen des
Butadiensystemes. Durch Vergleich der Spektren der Ausgangsstoffe 79 und 55 mit
dem Produkt 80 konnten alle relevanten Signale zugeordnet werden.

Mit diesem Wissen konnte anschlieBend die Synthese der weiteren fluoreszenten
Fettsdurebisenolester vorgenommen werden. Das fluoreszente BEC 82 konnte quan-
titativ aus 76 und 68 unter der CuAAC Reaktion in Anwesenheit von TBTA erhalten
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82 83
Abbildung 53: Fluoreszente Bisenolester der Capronsaure 82 und der Stearinsdure 83.

werden. Durch die elektronenschiebenden Eigenschaften der Caproylreste kam, es im
Vergleich zu 81, zu keiner extremen Uberlagerung der Signale im Protonenresonanz-
spektrum und die Struktur konnte bestatigt werden.

Es ergaben sich jedoch Schwierigkeiten bei der Synthese, Detektion und Aufarbeitung
des Stearinsaurederivates 83. Zur Herstellung von 83 wurden die selben Reaktions-
bedingungen wie fir 81, 80 und 82 gewahlt. Das Zykloadditions-Produkt von 76 und
69 adsorbiert dabei so stark an Normalpashen- und Umkehrphasensilicagel, sodass
bei dieser Synthese Reaktionskontrollen Uber Direktinjektion in das Massenspektrum
durchgefihrt werden mussten. Nach 24 h Reaktionszeit wurde ein unvollstandiger
Verbrauch der Ausgangsstoffe 76 und 69 detektiert und zudem ein neuer Peak von
m/z=1199 (M* von 83, MS-ESIpos) nachgewiesen Die Reaktion wurde daraufhin ab-
gebrochen und die Produkte aufgereinigt. Die chromatographische Aufreinigung des
Reaktionsgemisches erfolgte mittels Silicagelsdulenchromatographie, da das Reaktions-
produkt die praparative HPLC nicht passierte. Hierbei war durch die pinke Farbe von
83 zu beobachten, dass ein Grol3teil der Reaktionsgemisches auf dem Silikagel verblieb
und nicht eluiert wurde. Mittels Direktinjektion der Fraktionen der Silicagelsaule konn-
te bestatigt werden, dass das vermeintliche Produkt mit m/z=1199 von dem fluores-
zenten Azid 76 getrennt werden konnte und 2 mg dieses Kandidaten von 83 erhalten
werden konnten. Die Auswertung des Protonenresonanzspektrums ergab jedoch keine
eindeutige Struktur und Verhaltnisse der Integrale untereinander. So konnten Signale
in vinylischen Bereich (ca. 6 ppm bis 7,75 ppm) fuir das Butadiensystem gefunden wer-
den, welche jedoch viele Signale nicht enthielten. Daruber hinaus stimmten die Inte-

grale der intensivsten Signale der Methylgruppen des Tetramethylrhodamin-Gerustes
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und der zwei Saureketten nicht in ihren Verhaltnissen zueinander. Deshalb konnte
nicht bestatigt werden, dass bei der Synthese das fluoreszente BES 83 entstanden
ist und isoliert wurde. Um dennoch ein Indiz auf 83 zu erhalten und Nebenprodukte
auszuschlieRen, wurde die Synthese jeweils in Abwesenheit eines Ausgangsstoffes (76
bzw. 69) durchgeflhrt. In keinem der beiden Félle konnte der vermeintliche Produkt-
peak m/z=1199 (M* von 83, MS-ESIpos) detektiert werden. Darum kdnnte es sich bei
der zuvor durchgefuhrten Synthese tatsachlich um das BES 83 handeln, jedoch ist dies

nicht vollstandig geklart.

3.2.4 Synthese der alkylierten Bisenolacetate

Zur Synthese der nicht koppelbaren BEA mit gesattigter Seitenkette 88 und 89, welche
fur Struktur-Wirkungsmechanismen der Enzyminhibition ben6tigt werden, wurde die
Synthese von 55 adaptiert. Da die Organometallreagenzien Methylmagnesiumbromid
bzw. n-Pentylmagnesiumbromid kauflich erhaltlich waren, gestaltete sich die Synthese
der Grundgeriste 84 und 85 als dul3erst einfach (Abb. 54).

OH a: 4 eq MeMgBr, DE OH b: VA, ANL,
a" 4 eq n-PentylMgBr, DE Diisopropylether
X RTX
OH OH
42 84 R=Me
85 R = n-C5H11
OH OAC c: D.-M.-Per OAc
b: Ac,0, Nets, 4-DMAP, 80 °C |
RN TORTY R i
OAc OH OAc

86a R = Me 87b R = Me 88: R=Me
86a R =n-CsHyy 87b R=n-CsHy4 89: R = n-C5Hq4

Abbildung 54: Synthese der BEA 88 und 89 mit gesattigter Seitenkette. Durch Carbomagnesi-
erung (a) mit Methylmagnesiumbromid bzw. n-Pentylmagnesiumbromid von Butindiol
(42) konnten die Grundgerlste 84 und 85 hergestellt werden, welche in Anwesenheit von
Vinylacetat lipasenkatalysiert (A. niger Lipase, ANL) in die Monoacetate 86a und 86b bzw.
87a und 87b Uberfuhrt wurde (b). AnschlieBend wurde die verbleibende Hydroxyfunktion
mittels Dess-Martin-Periodinan oxidiert (c) und durch Enolacetylierung (d) die BEA 88 und
89 erhalten.
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42 wurde in Diethylether gelést und tropfenweise vier Aquivalente des, in Diethy-
lether gelosten, Organometallreagenz zugegeben (Abb. 54 Rkt. a). Der Vergleich der
Ausbeuten zeigte, dass sich fiir die Carbomagnesierung!'®3 der Dreifachbindung von
42 |angkettige Reste besonders eignen. So konnte 85 quantitativ erhalten werden und
nicht chromatographischen von Nebenprodukten getrennt werde, da bei wassriger
Aufarbeitung nur Pentan entsteht. 84 hingegen konnte nur mit 28%iger Ausbeute
erhalten werden und musste daher aufgereinigt werden, um es von nicht umgesetzten
42 abzutrennen.

Als nachster Schritt wurden die Dialkohole der Transesterifizierung unterzogen
(Abb. 54 Rkt. b), wobei Ausbeuten von 28 % (87a & 87b) bzw. 41 % (86a & 86b) erreicht
wurden. Vergleicht man diese mit der Ausbeute von 75 % der Transesterifizierung des
BEA mit verzweigter und sterisch anspruchsvollerer Seitenkette 107a & 107b wird
deutlich, dass die Effektivitat der Monoveresterung mit Kettenlange der eingefihrten
Seitenkette steigt.

Die anschlieBende Enolacetylierung (Abb. 54 Rkt. c und d) wurde ebenfalls analog
zu 55 durchgefiihrt und ergab dabei vergleichbare Ausbeuten von 45 % (88) und 41 %
(89). Die Gesamtausbeuten, bezogen auf 42, der BEA mit gesattigter Seitenkette 88
und 89 betrugen 3% bzw. 15 %.
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Teil I

3.3 Reaktionen der Bisenolester mit lipolytischen Enzymen
3.3.1 Markierungsexperimente der Bisenolacetate

Um eine Vergleichbarkeit mit den Inkubationen von Weilflog['® zu wahren, wurden
die Versuche mit den neuen Bisenolacetaten dieser Studie analog durchgefihrt. Als
Modellenzym wurde daher ebenfalls Esterase aus Candida lipolytica (CLE) und als
nicht-enzymatisch aktives Kontrollprotein Ovalbumin (OVA) gewahlt. Beide Proteine
besitzen voneinander gut per Gelelektrophorese unterscheidbare Molekulargewichte,

sowie ausreichende Reinheit und eignen sich daher gut fur die Markierungsexperiente.

3.3.1.1 Selektive Markierung von Candida lipolytica Esterase

"= 2 3 8.5 F6A
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Abbildung 55: SDS-PAGE von CLE und OVA und Koinkubationen in Anwesenheit von 81. Linkes

Bild: Coomassie gefarbt; rechtes Bild: Fluoreszenzanregung bei 312 nm.
7-CLE|2-81|3-0OVA|4-CLE&81|5-0OVA&81| 6-CLE&OVA & 81.

In Abbildung 55 sind die Einzelkomponenten CLE, 81 sowie OVA (Bahn 1 bis 3)
und deren Kombinationen zur Bestimmung der Markierungseigenschaften von 81
abgebildet (Bahn 4 bis 6). CLE wurde in diesem Experiment bei Anwesenheit des fluo-
reszenten Bisenolacetates 81 markiert (Bahn 4). OVA hingegen, welches keine direkte

hydrolytische Aktivitat zeigt, wurde nicht in dem selben Mal3e angefarbt (Bahn 5).
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Fur die unselektive Markierung des Kontrollproteins kdnnten mehrere Faktoren

verantwortlich sein:

1. Pseudohydrolyseaktivitdt des OVA, welches durch das basischen Amin des Lysins

hervorgerufen werden kann.

2. Sattigung der Reaktionsstellen an der Esterase. Dadurch wirde die Esterase
weiter 81 in den proteinreaktiven Aldehyd Uberfihren. Dieser Aldehyd wirde in

das umgebende Medium entlassen und kdnnte mit dem OVA reagieren.

3. Die Reaktivitat des durch aktive Transformation gebildeten Dialdehyden reicht
nicht aus, um unverzuglich mit dem Enzym zu reagieren. Dadurch erreicht die-
se proteinreaktive Spezies das umgebende Medium und kann mit dem OVA

reagieren.

4. Instabilitat der Sonde, z.B. die spontane Hydrolyse der Enolacetateinheiten.
Dadurch enthalt eine Lésung von 81 schon grundsatzlich die proteinreaktive

Spezies, wenn eine gewisse Lagerzeit Uberschritten werden wirde.

Punkt 1 basiert auf den Beobachtungen von Lockridge et al./*®, in denen menschli-
ches Albumin Pseudohydrolyseaktivitat gegentiber p-Nitrophenylacetat zeigte. Grund
dieser Hydrolaseaktivitat sind die basischen Aminogruppen der Aminosdure Lysin auf
der Oberfldche der Proteine. Diese Aminogruppen greifen nukleophil an den Carbonyl-
kohlenstoffen von 81 an und werden nach Spaltung des Esters selbst acyliert. Durch
einen dhnlichen Mechanismus kann auch 81 pseudoenzymatisch zum Dialdehyd (der
proteinreaktiven Spezies) durch Spaltung der Enolacetate, umgewandelt werden und
eine unspezifische Markierung findet statt. Unterstutzt wird dieser Effekt durch die,
bei diesem Experiment eingesetzten, hohen Konzentrationen des Markers 81 und von
OVA, da beide Konzentrationen diesen Prozess unterstitzen. Diese hohen Mengen
wurden jedoch eingesetzt, um mogliche Quervernetzungsprodukte der Proteine zu
beobachten. Ahnlich wie im Wundverschluss von C. taxifolia (Kapitel 1.3.3.1) sollte
CLE dabei als deacetylierende Komponente agieren, um 81 in ein Analogon von Oxyto-
Xin 2 (14) zu uberfihren und OVA als Cytosolproteinanalogon in ein Proteinpolymer

einzuschlieRen. Der hohe Uberschuss von 81 ist deutlich an dem zum GroRteil un-
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reagiertem bzw. ungebundenen Rest erkennbar, der nach dem Experiment bis zur
Front der Gelektrophorese wanderte (Abb. 55 Bahn 4 bis 6 im Vergleich mit Bahn 2).
Trotz dieser hohen Konzentrationen von 81 und OVA konnte keinerlei Veranderung der
Bandenposition des OVA beobachtet werden (Bahn 3 und 6 Abb.55). Das Verschieben
der Bandenposition zu kleineren bzw. zu hoheren Molekulargewichten ware ein Indiz
far intramolekulare bzw. intermolekulare Quervernetzung durch deacetyliertes 81.
Darum kann die Fahigkeit von 81, nach Deacetylierung Quervernetzungsprodukte
mit Proteinen zu bilden, in dem getesteten Konzentrationsbereich ausgeschlossen
werden. Die fluoreszente Markierung des OVA in Bahn 5 in Abbildung 55 spricht fur
einen Mechanismus, dass OVA Pseudohydrolyseaktivitat besitzt, da keinerlei aktive
Komponente in diesem Einzelexperiment enthalten war, die 81 in einen Dialdehyd
hatte Gberfihren kénnen. In Bahn 6 ist die Koinkubation aller drei Komponenten
abgebildet und zeigt eine bevorzugte Markierung der CLE. Dennoch ist in dieser Bahn
zu erkennen, dass im Vergleich zu Bahn 5 das OVA eine hdhere Fluoreszenz aufweist.
Hierbei kdnnte sich ebenfalls die erhohte Konzentration von 81 ausgewirkt haben,
welche zum Nachweis von Quervernetzungsprodukten eingesetzt wurde. Das Enzym
CLE wandelt 81 in einen proteinreaktive Dialdehyd um und erfahrt daraufhin eine
Sattigung der eigenen Reaktionsstellen fur die Bindung mit deacetylierten 81. Durch
weitere Deacetylierung von 81 kommt es daraufhin zur Comarkierung des OVA und
somit zu der erhéhten Fluoreszenz (vgl. Abb. 55 Bahn 5 und 6). Des Weiteren kann
auch diskutiert werden, dass die Diffusion aus der aktiven Tasche nach enzymatischer
Umwandlung weg von Enzym schneller erfolgt als die Reaktion mit Aminogruppen
der CLE. Daraufhin kann enzymatisch umgewandeltes 81 in die Losung gelangen und
Comarkierung des OVA hervorgerufen werden, ohne dass die Reaktionsstellen des En-
zyms gesattigt sind. Aufgrund dessen scheint bei der Betrachtung des in Abbildung 55

gezeigten Experimentes eine Kombination der Punkte 1 bis 3 aufzutreten.
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Abbildung 56: Stabilitatsprifung von 81 nach Lagerung tuber Nacht unter verschiedenen Be-
dingungen ohne lipolytisch aktive Substanzen. Durch die Massenspuren konnten die
Monodeacetylierten [81 - Ac] und auch die vollstandig deacetylierten Produkte [81-2 Ac]
von 81 gefunden werden. (RT = Raumtemperatur)

Um Punkt 4 zu Gberprufen, wurde 81 verdiinnt mit Wasser tber Nacht bei Raum-
temperatur (RT) und verdinnt mit Methanol bei -25°C gelagert und anschlie3end
mittels LC-MS mogliche Abbauprodukte detektiert. Dabei konnte, in der mit Wasser
verdiinnten Probe, ausschliel3lich der Dialdehyd, welcher durch zweifache Hydrolyse
der Ester von 81 entsteht, detektiert werden (Abb. 56 rote Kurve). Die methanolische,
bei tiefen Temperaturen gelagerte Probe dagegen bestand aus einem Gemisch des
Ausgangsstoffes und den Produkten der einfachen und zweifachen Esterhydrolyse
(Abb. 56 blaue Kurve). Anscheinend sind die Estergruppen von 81 sehr labil und es
entsteht nach wenigen Stunden bei Lagerung in Wasser oder Methanol der korrespon-
dierende Dialdehyd von 81, der fur die unspezifische Markierung des OVA (Abb. 57
und 55 Bahn 5 & 6) verantwortlich ist.

Um diesen Fakt zu untermauern, dass die Autohydrolyse Grund der Comarkierung
ist, wurden analoge Inkubationsexperimente mit einer frisch hergestellten Fraktion
der praparativen HPLC durchgefuhrt. Durch diese vorgesetzte Aufreinigung konnte
die unerwiinschte Comarkierung des OVA komplett vermieden werden, da in diesem
kurzen Zeitabschnitt die Autohydrolyse keine hohen Mengen an korrespondierenden
Aldehyd gebildet hat (Abb. 57 Bahn b und c). Zudem konnte Punkt 1 widerlegt werden,
da die Inkubation des Kontrollproteins mit 81 ohne anwesende CLE keinerlei markierte

Banden ergab (Abb. 57 Bahn b). Das in Abbildung 57 Bahn c gezeigte Experiment
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zeigte ebenfalls auf, dass die Vermutungen von Punkt 2 bzw. 3 nicht bestatigt werden
konnten, sofern die Konzentration der Sonde niedrig gehalten wird (in diesem Fall
wurde eine funffach geringer Menge an OVA eingesetzt und die Sonde wurde nur
in einer verdinnten Losung eingesetzt im Vergleich zum in Abb. 55 gezeigten Bild).
In Bahn c ist auf der Fluoreszenzanregungsaufnahme ausschliel3lich die Esterase
zu erkennen, das Kontrollprotein erfuhr keinerlei Markierung, obwohl die Sonde 81
durch die Esterase hydrolysiert wurde. Zusatzlich wurde ein weiteres BEA mit einem
anderen Fluorophor (80) in analogen Inkubationen eingesetzt, um zu Uberprufen,
ob die Instabilitat durch Austausch der Fluorophors beeinflusst werden konnte. 80
zeigte dabei ein ahnliches Verhalten wie 81, wenn es ebenfalls nicht frisch nach der
praparativen HPLC eingesetzt wurde. In Abbildung 57 ist zu erkennen, dass OVA
ebenfalls ohne Anwesenheit einer deacetylierenden Komponente fluoreszent markiert
wird (Bahn 5). Ist jedoch auch die Esterase zugegen (Bahn 6) wird diese praferiert
von der Sonde 80 fluoreszent markiert. Daher destabilisiert die Anbindung eines
Fluorophors an die terminale Dreifachbindung von 55 die Enolesterbindungen. Da
sehr strukturell unterschiedliche Fluorophore eingesetzt wurden, kann ausgeschlossen

werden, dass eine bestimmte Eigenschaft die Destabilisierung auslost.
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Abbildung 57: SDS-PAGE von CLE und OVA und Koinkubationen in Anwesenheit von 80 (Bahn 4
bis 6) bzw. 81 (Bahn a bis c). Jeweils helles Bild: Coomassie gefarbt; jeweils dunkles Bild:
Fluoreszenzanregung mit 312 nm.
7-CLE| 2-80| 3-OVA| 4-CLE&80| 5-OVA&80| 6-CLE&OVA&&S80 | a-CLE
&81* | b-OVA&81* | c-CLE & OVA & 81* (* =verdiinnte Fraktion aus praparativer
HPLC, welche unmittelbar nach der Chromatographie eingesetzt wurden)

Aus diesen Ergebnissen |dsst sich schlieBen, dass die fluoreszenten BEA 81 und 80
instabil sind und in Losung in einen Proteinen-reaktiven Dialdehyd zerfallen, welcher

dadurch eine unspezifische Markierungsreaktion eingeht.
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Da diese Autohydrolyse bei dem nicht fluoreszenten BEA 55 nicht beobachtet wer-
den konnte, wurde deren Eignung in den Inkubationsversuchen mit CLE und OVA
untersucht. Da 55 keine Fluoreszenz aufweist und somit eine einfache Auswertung des
Gelelektrophoresegels mittels Transilluminator nicht méglich ist, wurde das Fluoro-
phor nachtraglich in Lésung durch CuAAC verbunden, nachdem 55 mit der Esterase

reagiert hatte.
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Abbildung 58: Inkubation eines Gemisches aus Proteinen und Esterasen mit dem nicht fluo-
reszierenden 55 (Schritt 1). Nach aktiver Deacetylierung von 55 durch die Esterase bindet
55 kovalent an die Esterase. AnschlieBend wird das Fluorophor mit der modifizierten
Esterase durch CuAAC verbunden (Schritt 2) und kann nach einer Gelelektrophorese
(Schritt 3) durch seine Fluoreszenz identifiziert werden.

Die Strategie des nachtraglichen Verknlipfens des Fluorophors wird dabei im
ABPP-Prinzip sehr haufig eingesetzt, da so der Einfluss sperriger Fluorophore bei
der Reaktion mit Enzymen minimiert wird.?3! Abbildung 58 zeigt die dabei durchge-
fuhrten Schritte fur die Markierung von CLE. Die nicht fluoreszente Sonde 55 wurde
mit CLE und OVA inkubiert, wodurch es von der Esterase deacetyliert wird und durch
Pyrrolbildung an die Esterase bindet (erster Schritt). Die so mit einer Dreifachbindung
ausgeristete Esterase kann nun unter Cu'-Katalyse in Anwesenheit eines fluoreszenten
Azides (z.B. 76) markiert werden (zweiter Schritt). Vor diesem Schritt kann zudem
eine Denaturierung der Enzyme vorgenommen werden, um enzymatische Vorgdnge zu
stoppen oder die sterische Hinderung der Verkntpfung des Fluorophors zu vermeiden,
wenn die Bindung von 55 und CLE an schwer zuganglichen Stellen der Esterase erfolgte.
Daran anschlieBend wird das OVA-CLE-Gemisch einer Gelektrophorese unterzogen
und die Esterase kann identifiziert werden (dritter Schritt).

Abbildung 59 A zeigt die Inkubation von CLE und OVA mit dem nicht fluoreszenten 55.
Anschlielend wurde die Inkubation in zwei Teilexperimente getrennt. Bahn a wurde

ohne Weiterbehandlung fur die Gelelektrophorese verwendet, wohingegen in Bahn b
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Abbildung 59: A: Inkubationen von CLE mit dem nicht fluoreszierendem 55 (Bahn a und b).
Bahn b zeigt das Ergebnis der nachtraglichen Verknupfung des fluoreszenten Azids 76
vor der Gelelektrophorese. links: Coomassie Farbung, rechts: Fluoreszenzanregung bei
312 nm B: Inkubation von CLE (Bahn 1 bis 7) und OVA (Bahn 8 bis 14) mit den einzelnen
Reaganzien der CuAAC. Die Tabelle unterhalb der Bilder gibt an, welche Kombination
dieser Reagenzien mit dem jeweiligen Protein inkubiert wurden. Bahn 3 bzw. 10 wurden
wie Bahn b behandelt. (ACS = Acetylsalicylsaure)

mittels CuUAAC das Fluorophor 76 in Losung an die abreagierten Proteine vor der Gel-
elektrophorese verknlpft wurde. Wie zu erkennen ist, wurden CLE und OVA durch die
nachtragliche Reaktion stark verandert und/oder die elektrophoretische Separation
durch die CuAAC Reaktion stark gestort. Dariber hinaus zeigte OVA eine starkere
Fluoreszenz als CLE, was im Widerspruch zu den bisherigen Ergebnissen steht. Um
zu Uberprufen, welches, bei der CUAAC verwendete, Reagenz flir diese Veranderung
verantwortlich ist, wurden CLE und OVA mit den einzelnen Reagenzien (Abb. 59 B Bahn
1, 6 und 7 bzw. 8, 13 und 14) und deren Kombinationen (Abb. 59 B Bahn 2 bis 5 bzw.
9 bis 12) der CuAAC inkubiert. Das zur Reduktion des Kupfers eingesetzte Ascorbat
(ACS) sowie das Kupfer-komplexierende TBTA oder deren Kombination haben keinerlei
Einfluss auf beide Proteine (Abb. 59 B Bahn 5 bis 7 bzw. 12 bis 14). Sind jedoch Kupfe-
rionen anwesend (Bahn 1 bis 4 bzw. 8 bis 11) kommt es zu Veranderungen der Protein-
banden. Dabei scheint die Oxidationsstufe des Kupfers unterschiedliche Auswirkungen
auf die Proteinbanden zu haben. CLE wird durch Anwesenheit von Cu?* in kleinere
Fragmente (ca. 50 kDa bzw. 20 kDa) gespalten (Bahn 1 und 4). Durch Reduktion des
Kupfers mit ACS wird eine vollstandige Spaltung herbeigefihrt und die native Bande
von ca. 70 kDa ist nicht mehr nachweisbar und ausschlieBlich Spaltungsprodukte von
ca. 20 kDa waren erkennbar (Bahn 2 und 3). Ahnlich verhélt sich das OVA, wobei hier

im starken Mal3e, zusatzlich zu niedermolekularen Fraktionen, auch hochmolekulare
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Proteinfraktionen generiert wurden, die nicht in das Gel eindrangen (Bahn 8 und 11
Ladetaschen).

Solche Interaktionen zwischen den Reagenzien der CUAAC und Proteinen wurden
intensiv von Hong im Jahre 2009 beleuchtet.['® Die Kupferionen kénnen unter An-
wesenheit von ACS Wasserstoffperoxid bilden, %! was zum Einen Seitenketten der
Aminosduren (z. B. Cystein, Methionin oder Histidin) oxidieren kann und zum Anderen
auch eine oxidative Proteinspaltung bedingen kann. Dies kdnnte auch bei den hier ge-
testeten Proteinen CLE und dem OVA eingetreten sein, da ebenfalls niedermolekulare
Fragmente zu erkennen waren, welche in der Front der Gelelektrophorese mitgelaufen
sind und ein kleines Molekulargewicht von ca. 20 kDa besalRen. Des Weiteren sind bei
OVA Proteinfraktionen zu erkennen, die so ein hohes Molekulargewicht besalBen, so-
dass diese nicht in das Gel eindrangen (Abb. 59 B Ladetaschen von Bahn 8 bis 11). Des
Weiteren wird ACS unter den Bedingungen der CuAAC in einen Dialdehyden Gberfuhrt,
welche als Proteinquervernetzer agieren und somit ebenfalls hochmolekularen Fraktio-
nen ergeben kénnen.!"® Diese Quervernetzungs- und Spaltungsprobleme lassen sich
auch im eingangs diskutierten Experiment finden (Abb. 59 A). Im Trenngel der Bahn b
ist deutlich zu erkennen, dass sowohl hochmolekulare als auch niedermolekulare
fluoreszente Proteinfraktionen durch die Bedingungen der CuAAC entstanden sind.
Ebenfalls sind sehr hochmolekulare fluoreszente Querverzungsprodukte entstanden,
die nicht in das Sammelgel eindrangen und in der Ladetasche verbleiben bzw. wenig
in das Sammelgel migrierten. Aufgrund dessen scheinen die Bedingungen der CuAAC
Reaktion mit den hier verwendeten Enzamen und Proteinen inkompatibel zu sein.

Um diesen Problemen zu begegnen, wurden die CuAAC Reaktion nach der Gel-
elektrophorese durchgefihrt und die letzten der Abbildung 58 dargestellten Schritte
vertauscht. Durch die vorangestellte Migration in das Gel wird eine teilweise Immobili-
sierung der Proteine erreicht und Bandenposition und -form wird nicht mehr durch
Nebenreaktionen der CUAAC Reaktion beeinflusst. In Abbildung 60 ist dabei zu sehen,
dass die Bandenposition und -form der beiden Proteine CLE und OVA sowie der Prote-
inleiter durch diese Prozedur nicht verdndert wurde. Ferner ist auf der Fluoreszenz-
anregungsaufnahme in Abbildung 60 einzig die CLE zu erkennen (Bahn 4 und 6). Das

enzymatisch inaktive OVA wurde nicht durch die Inkubation mit 55 (Bahn 5) mit einer
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terminalen Dreifachbindung ausgerustet und wird deshalb nicht mit dem Fluorophor
verknupft. Dariber hinaus konnte durch das Ausbleiben einer Markierung in Bahn 5
und der Proteinleiter nicht spezifische Bindungen ausgeschlossen werden, die zum
Beispiel durch koordinative Bindung des Kupfers an Protein und fluoreszenten Azid
erfolgen kénnten. Ebenfalls wurde keinerlei Comarkierung des OVA nachgewiesen,
wenn 55 aktiv durch CLE in die Protein-reaktive Form uberfuhrt wurde (Bahn 6), so-
dass die Deacetylierungsprodukte von 55 durch die rdaumliche Nahe zu Threm Ort
des Entstehens (aktive Tasche der CLE) unverziglich mit der Esterase reagieren. Ein
Entlassen der Deaceytylierungsprodukte von 55 in die umgebende Losung, die mit

dem Kontrollprotein reagieren kénnten, scheint somit nicht zu erfolgen.
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Abbildung 60: Inkubationen von CLE mit dem nicht fluoreszenten 55. Nachtraglich wurde das
Fluoreszente Azid 76 nach der Elektrophorese im Gel verknupft. Linkes Bild: Coomassie
gefarbt; rechtes Bild: Fluoreszenzanregung bei 312 nm
7-CLE| 2-55] 3-OVA| 4-CLE&55| 5-OVA&55| 6-CLE&OVA&55

Da flr die selektive Markierung von CLE in Anwesenheit von OVA mit 55 keinerlei
vorangestellte Aufreinigungsschritte durchgefiihrt wurden, scheint aus der Kopplung
des BEAs 55 mit den fluoreszenten Aziden 76 bzw. 79 labile Verbindungen zu entste-
hen. Die daraus resultierenden fluoreszenten BEA 80 bzw. 81 zerfallen dabei innerhalb
weniger Stunden zu proteinreaktiven Dialdehyden und sorgen fur die unspezifische
Markierung des OVA. Dies ist sehr verwunderlich, da von Weil3flog ein, dem in dieser
Studie sehr ahnliches Fluorophor eingesetzt wurde. Dieses war uber einen langen
Zeitraum stabil, in dem es keine starke Autohydrolyse zeigte und somit keine enzy-
matisch inaktive Proteine markierte.!" Dariiber hinaus zeigten beide, hier eingesetzt
Fluorophore in anderen Studien!®>'9Y, dass diese zur Markierung von Serinhydrolasen
geeignet sind, sodass diese Instabilitat exklusiv fur die hier vorgestellten fluoreszenten
BEAs 80 und 81 gilt.
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3.3.1.2 Unterscheidung von Esterasen und Lipasen

Weildflog konnte in seiner Studie zeigen, dass das fluoreszente BEA mit sekundarer
Acetatgruppe 18 eine selektive Sonde fiir Esterasen darstellt, wohingegen Lipasen von
18 nicht markiert werden, obwohl LC-MS gestiitzte Analysen gezeigt haben, dass beide
Enzymklassen 18 in einen proteinreaktiven Dialdehyd Gberfiihren.['® Um die Préferenz,
Lipasen und/oder Esterasen zu markieren, auch fur die neuen BEA zu untersuchen,
wurden analog zu WeiRflog drei Esterasen und vier Lipasen mit 81 inkubiert und mittels
Gelelektrophorese analysiert. Um auch hier die unselektive Markierung auszuschliel3en,
welche durch Autohydrolyse des fluoreszenten BEA ausgeldst wird, wurde 81 fur

nachfolgenden Experimente stets unmittelbar aufgereinigt.
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Abbildung 61: Vergleich der Inkubation von TAMRA-BEA (81) mit Esterasen (1-3) bzw. Lipa-
sen (4-7) aus folgenden Organismen: 7 - Wildschweinleber | 2 - Schweineleber | 3 -
Pferdeleber | 4 - Rhizopus arrhizus | 5 - Rhizopus niveus | 6 - Schweinepancreas | 7 -
Aspergillus niger Linkes Bild: Coomassie gefarbt; rechtes Bild: Fluoreszenzanregung bei
312nm

Wie in Abbildung 61 zu erkennen ist, konnten durch 81 nur Esterasen (Bahn 1 bis 3)
fluoreszent markiert werden, wohingegen die Lipasen (Bah 4 bis 7) nicht auf der
Fluoreszenzanregungsaufnahme zu erkennen sind. Dabei zeigt sich in den Bahnen 2
und 3 die Selektivitat von 81. In diesen beiden Bahnen sind eine Vielzahl an Protei-
nen zu erkennen (siehe CBB Farbung), die allerdings nicht alle fluoreszent markiert
wurden. Ein Vergleich der ungefahren Molekulargewichte der Fluoreszenten Banden
in Bahn 3 mit der NCBI Datenbank 3 unter dem Stichwort horse esterase zeigte
Ubereinstimmung mit der in dieser Bahn markierten Banden. So kénnte die Untere

von ca. 20kDa einer Esterase mit 189 Aminosduren zu geordnet werden. Im Bereich

3Shttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein, zugriff am 22.11.2013
P gov/p
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von 35-100kDa sind sehr viele Esterasen sowohl in der Fluoreszenzaufnahme, als
auch in der NCBI-Datenbank zu finden, wobei die obere sehr ausgepragte Bande einer
Esterase mit Gber 1000 Aminosauren zugeordnet werden konnte. Eine Datenbank-
suche nach Schwein-assozierten Esterasen in der NCBI-Datenbank ergibt ebenfalls
mogliche Treffer fur die in Bahn 2 fluoreszent markierten Banden. All diese Vermu-
tungen mussten allerdings durch weitere Experimente, wie z. B. 2D-Gelelektrophorese
mit anschlieBender Sequenzierung, untermauert werden. Jedoch unterstreicht die
fehlende Markierung einiger Proteine in Bahn 2 und 3 die Selektivitat der Sonde 81.
Weiterhin sind auch in den getesteten Lipasenpraparationen mehrere Proteine enthal-
ten, wobei nur eine oder wenige Banden den Lipasen zuzuordnen waren. Vor allem in
der in Bahn 6 aufgetragenen Lipasenpraparation, aus Schweinepankreas ist dies zu
erkennen. Trotz dieser Vielzahl an Proteinen ist keine Comarkierung zu erkennen.

Da eine aktive Deacetylierung von 81 durch die Hydrolasen und Weiterreaktion nach
dem postulierten Mechanismus der Pyrrolbildung notwendig fur die Markierung der
Enzyme ist, wurde mittels LC-MS Uberpruft, ob die unterschiedliche Substratspezifitat
der Lipasen und Esterasen fur die in Abbildung 61 gezeigte Unterscheidung verantwort-
lich ist. Wie in Tabelle 2 ersichtlich, akzeptieren alle der hier getesteten Hydrolasen 81
als Substrat und setzten dieses zu monodeacetylierten ([M-Ac]") bzw. zum vollstandig
deacetylierten Produkt ([M-2Ac]*) um. Bis auf die Esterase aus Schweineleber, die eine
hohe Hydrolyseaktivitat gegenliber 81 zeigt, hydrolysierten die getesteten Hydrolasen
favorisierend eine Estergruppe. Da in der Kontrolle ohne Enzym nur extrem kleine
Mengen an Deacetylierungsprodukten gefunden wurden, sind diese Spaltungsproduk-
te auf aktive Transformation durch die Hydrolasen zurlickzufiihren und nicht der zuvor
diskutierten Autohydrolyse. Daruber hinaus wurde jeweils nur eine kleine Menge an
Enzym relativ zur Sonde 81 eingesetzt, da vor allem die Esterasen den korrespondie-
renden Dialdehyden von81 konsumieren wirden, welcher somit nicht mittels LC-MS
detektiert werden kdnnte.

Mittels LS-MS ist es jedoch nicht moglich zu unterscheiden, an welcher Position
und von welchem Konfigurationsisomer die Acetatgruppe in 81 abgespalten wurde.
Maoglicherweise wird in diesem Experiment die Acetatgruppe hydrolysiert, welche in die

aktive Tasche der einzelnen Enzyme am besten hineinpasst und somit am wenigsten
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Tabelle 2: Deacetylierungsprodukte nach 10 min von 81 in
Anwesenheit verschiedener Hydrolasen. Zur semiquantitativen
Einschatzung wurde die Hohe der Peaks der Massenspuren der

Deacetylierungsprodukte der LC-MS Messung verwendet.

Hydrolase | m/z=749 m/z=707 m/z=665
[M]* [M-Ac]* [M-2Ac]*
C. lipolytica Esterase + +++ +
Wildschweineleberesterase + +++ +
Schweineleberesterase - + +++
Pferdeleberesterase + +++ +
A. niger Lipase - +++ +++
Schweinepancreas Lipase - +++ +
R. niveaus Lipase + +++ +
R. arrhizus Lipase + +++ +++

sterisch gehemmt ist. Aufgrund dessen ist es mdoglich, dass bei zeitlicher Weiterflihrung
des Experimentes der Anteil an zweifacher Esterspaltung erhoht werden wirde.

Das jedoch in allen Experimenten die Anwesenheit des vollstandig deacetylierten
Produktes nachgewiesen werden konnte Uberrascht, da dieses in der Lage wdre mit
den Enzymen oder anderen Proteinen zu reagieren. Jedoch zeigen die Elektropho-
resebilder (siehe Abb. 61), dass ausschlieRlich Esterasen fluoreszent markiert wer-
den. Somit ist die aktive Esterspaltung von 81 durch eine Hydrolase keine zwingende
Vorraussetzung fir die Markierung des Enzyms. Diese Transformation ist notwendig
um die Bisenolester (z. B. 81) in einen aktiven Dialdehyden zu Gberfihren, welcher
jedoch Reaktionsstellen am Enzym vorfinden muss. Dennoch kann keine Aussage
getroffen werden, wie das vollstandig Deacetylierte Produkt ([M-2Ac]*) in der Lésung
abreagiert und keine Reaktion mit anderen Proteinen eingeht, da Folgeprodukte des

korrespondierenden Dialdehyden von81 nie detektiert wurden.

3.3.2 Markierungsexperimente der Fettsdurebisenolester 82 und 83

Nach allgemeiner Definition hydolisieren Lipasen Ester von Carbonsduren mit einer
Kettenldnge von Uber vier Kohlenstoffen bevorzugt. Durch den Austausch der kurzket-
tigen Acetate (81) gegen die Fettsduren Capronsdure und Stearinsdure in 82 bzw. 83
sollte die Moglichkeit der Verwendung dieser Bisenolfettsaureester als lipasenselektive

Sonden untersucht werden.
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Abbildung 62: Vergleich der CLE-Markierung mit frisch HPLC aufgereinigten 82 (Bahn 1 bis 3)
und einer drei Wochen alten Fraktion der HPLC Aufreinigung von 82 (Bahn 1’ bis 3'). 7 -
CLE&82| 2-0OVA&82| 3- CLE&OVA&S82| 7'-CLE& 82| 2’-OVA&82| 3'-CLE
& OVA & 82. Jeweils das linke Bild zeigt die Anfarbung aller Proteine mit CBB, wohingegen
das jeweils rechte Bild der Fluoreszenzaufnahme mit Anregung bei 312 nm entspricht.

Interessanterweise zeigte das Bisenolcapronat (BEC) 82 ein mit dem BEA 81 ver-
gleichbares Markierungsverhalten (vgl. Abb. 55 Bahn 4 bis 6 mit Abb. 62 Bahn 1 bis 3).
So wurde ebenfalls selektiv CLE durch 82 markiert (Bahn 1 in Abb. 62), auch wenn
das Kontrollprotein anwesend war (Bahn 3 in Abb. 62) und die unerwiinschte Comar-
kierung des OVA blieb aus, wenn keine Esterase anwesend war (Bahn 2 in Abb. 62).
Gleiches gilt ebenfalls fur die in-gel Verknupfung des fluoreszenten Farbstoffes nach
einer Markierung von CLE mit 68. Auch hier wird CLE analog zu den Experimenten,
wie sie mit 55 durchgefuhrt wurden, selektiv markiert und das Kontrollprotein bleibt

weitestgehend unmarkiert (Abb. 63).

Abbildung 63: Inkubationen von CLE mit dem nicht fluoreszentem 68. Nachtraglich wurde das
fluoreszente Azid 76 nach der Elektrophorese im Gel verknlpft. Linkes Bild: Coomassie
gefarbt; mittleres Bild: Fluoreszenzanregung bei 312 nm; rechtes Bild: Nachbearbeitung
des mittleren Bildes durch Kontrasterhéhung und Farbmanipulation.
7-CLE&68| 2-0OVA&68 | 3-CLE&OVA &68.
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Daruber hinaus wies das langkettigere 82 eine erhdhte Stabilitat verglichen mit 81 in
Losung auf. Die langkettige Sonde 82 zeigte nach dreiwdchiger Lagerung bei -25°C in
Methanol nur geringe Senkung der Selektivitat gegeniiber CLE (Abb. 62 Bahn 1'-3"). Nach
dieser sehr langen Lagerung wurde OVA durch 82, ohne Anwesenheit einer Esterase,
in ein einem, nur sehr geringen Mal3e fluoreszent markiert (Abb. 62 Bahn 2). LC-MS
Messungen der dafiir verwendeten Lésung von 82 bestatigten dies, da nur sehr geringe
Anteile von Monodecaproylierten und nah an der Nachweisgrenze detektierbaren
Mengen des vollstandig Decaproylierten Produkt (welches die postulierte Protein-

reaktive Verbindung darstellt) gefunden wurden.
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Abbildung 64: Vergleich der Inkubation von TAMRA-BEC (81) mit Esterasen (1-3) und Lipasen
(4-7). 1 - Pferdeleber; 2 - Schweineleber; 3 - Wildschweinleber; 4 - A. niger; Bahn 6 -
Schweinepancreas; 5 - R. niveus;7 - R. arrhizus. Linkes Bild: Anfarbung aller Proteine mit
CBB, rechtes Bild: Fluoreszenzaufnahme mit Anregung bei 312 nm.

Ebenfalls konnten Unterschiede in der Diskriminierung von Esterasen und Lipasen
erkannt werden (Abb. 64). So sind sehr viele Banden bei Verwendung des Capronates
82 zu erkennen, die aber deutlicher erkennbarer sind als beim korrespondierenden
Acetat (81). Allerdings deckten sich die Beobachtungen beider Bisenolester 81 und 82
bei der Unterscheidung von Lipasen (Bahn 4 bis 7 in Abb. 64) und Esterasen (Bahn 1
bis 3 in Abb. 64). Eine Ausnahme bildete die Inkubation von R. arrhizus Lipase mit
82, in der ein langgezogener fluoreszenter Schleier erkennbar ist, der jedoch keiner
definierten Bande zugeordnet werden konnte. Zudem konnte dieser Schleier nur
unvollstdndig durch CBB angefarbt werden, was den Schluss zuldsst, dass es sich
hierbei nicht um Proteine, sondern um andere Zellbestandteile handeln kénnte oder
Trennprobleme wahrend der Gelelektrophorese auftraten.

Auch fur die Caproylderivat 82 wurden LC-MS Messungen der Inkubation mit den

verwendeten Hydrolasen vorgenommen, um Abbau- bzw. Decaproylierungsprodukte
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zu untersuchen. Tabelle 3 zeigt dabei, dass alle getesteten Hydrolasen 82 als Sub-
trat akzeptieren und zu mono- ([M-Cap]*) und vollstandig decaproylierten ([M-2Cap].)
Produkten umsetzen. Auffallig ist auch hier, dass bevorzugt nur ein Ester von den
Hydrolasen gespaltet wird, aber im Vergleich mit dem BEA 81 (vgl. Tab. 2) ein an-
deres Spaltungsmuster aufweisen. Direkte Riickschlisse kénnen hier jedoch nicht
gezogen werden, da auch bei 82 wie bei 81 nicht sicher ist, wie und ob das Produkt

der vollstandigen Esterspaltung (m/z=665) in der Losung abreagiert.

Tabelle 3: Decaproylierungsprodukte von 82 in Anwesenheit
verschiedener Hydrolasen (Cap = Caproyl)

Hydrolase | m/z=861 m/z=763 m/z=665

[M]* [M-Cap]* [M-2Cap]*
Pferdeleberesterase - +++ +
Schweineleberesterase - - ++
Wildschweineleberesterase - + ++
A. niger Lipase + +++ ++
Schweinepancreas Lipase - ++ ++
R. niveaus Lipase +++ +++ +
R. arrhizus Lipase +++ +++ +

Da eine Verlangerung der Saurereste von zwei (55) auf sechs (68) Kohlenstoffe keine
Veranderung der Reaktivitat erbrachte, wurde nun das Stearinsdurederivat 83 auf seine
Markierungseigenschaften untersucht. Allerdings ergaben Inkubationen des Bisenol-
stearates (BES) 83 mit CLE und Lipasen aus Candida antarctica, Schweinepankreas
bzw. R. niveaus keinerlei signifikante Markierung der Hydrolasen und auch keine des
Kontrollproteins OVA (siehe Abb. 65).

Dadurch, dass das Bisenolstearat 83 nur per Direktinjektion untersucht werden
konnte, war die Erstellung des Deacetylierungsmusters nur eingeschrankt moglich.
Durch Schwankungen der Spritzenpumpe, welche zur Direktinjektion benutzt wurde, ist
die quanitative Auswertung nicht méglich und konnte lediglich qualitativvorgenommen
werden. So wurde durch C. lipolytica Esterase und Schweinepancreaslipase keine
komplette Destearoylisierung beobachtet, jedoch konnte ein einfach gespaltenes
Produkt bei m/z=930,5 detektiert werden. R. niveaus Lipase hingegen zeigte einen
vollstandigen Abbau des Ausgangsstoffes (m/z=1198 [M+H]* bzw. m/z=1220 [M+NaJ*).

In diesem Experiment konnte nur noch das Signal mit m/z=665,3 [M+H]" detektiert
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Abbildung 65: Inkubationsexperimente von vier verschiedenen lipolytischen Enzymen mit
dem BES 83 in An- und Abwesenheit von OVA. A: C. lipolytica Esterase, B: Lipase aus
Schweinepankreas; C: C. antarctica Lipase; D: R. niveaus Lipase. Die teilweise sichtbaren
Artefakte auf den Fluoreszenzanregungsaufnahmen sind durch Reflexionen in der Linse
der Kamera entstanden.

7-Enzym | 2-83| 3-OVA| 4-Enzym&83 | 5-0OVA&83 | 6 -Enzym & OVA & 83.
Jeweils links: CBB Farbung aller Proteine; rechts: Fluoreszenzanregung bei 312 nm.

werden, welches auch bei den Deacetylierungen von 81 und 82 gefunden wurde und
dem Dialdehyd entspricht. 83 wird daher ebenfalls wie seine kurzkettigeren Analogons
81 bzw. 82 durch die verwendeten Hydrolasen destearolysiert. C. lipolytica Esterase
scheint einen sehr geringe Anteil an Dialdehyden zu bilden, um eine Markierung zu
erreichen. Die untersuchten Lipasen hingegen bilden zwar einen héheren Anteil an
Dialdehyden, der eine Markierung auslésen konnte, jedoch wird wie bei 81 und 82
dadurch die Lipase nicht markiert.

Es sei jedoch angemerkt, dass die Struktur des fluoreszenten Bisenolstearates (83)
nicht restlos geklart werden konnte und nur auf der indirekten Bestimmung der Masse
mit HR-MS beruht, sodass es bei diesen Ergebnissen weiterer Aufklarung bedarf. Die
Tatsache, dass 83 von lipolytischen Enzymen umgesetzt wird und einfache sowie zwei-
fache Hydrolyseprodukte gebildet werden, unterstitzt jedoch den Strukturvorschlag

von 83.
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3.3.3 Visualisierung der Esterasen im Proteom von Yarrowia lipolytica

Alle bisher durchgefiihrten Markierungsexperimente wurden mit artifiziellen Protein-
mischungen durchgeflhrt, die nicht ein normales Anwendungsfeld einer ABPP Sonde
wiederspiegelt. Um jedoch anwendungsorientierte Experimente durchzufiihren und
Einflisse einer komplexen biologischen Matrix auf die Markierungseigenschaften der
Bisenolester zu beleuchten, wurde die Experimente mit dem Proteom von Y. lipolytica
(fruher Candida lipolytica) durchgefuhrt. Dieser Hefepilz ist leicht zu kultivieren und
die zelluldren Proteine kénnen einfach durch Ultraschallbehandlung der Zellen ge-
wonnen werden. Dariber hinaus kénnen Vergleiche mit der durch die Sonden 81 und
82 fluoreszent markierte Banden mit der kauflich erwerbbaren C. lipolytica Esterase

gezogen werden.

200 kDa—
120 kDa—

85 kDa—
70 kDa—

50 kDa—
40 kDa—

30 kDa—

20 kba— oomae . _ RS
Abbildung 66: Inkubationen des Rohextrakts aus Y. lipolytica mit 81 (Bahn 1) und 82 (Bahn 3)
im Vergleich mit der kauflich erwerbbaren C. lipolytica Esterase, welche durch 81 (Bahn 2)
und 82 (Bahn 4) fluoreszent markiert wurde. Die Konzentration von C. lipolytica Esterase
wurde in diesem Experiment deutlich verkleinert, da diese Bande sonst die im Proteom
von Y. lipolytica markierten Banden lberstahlt hatte. Die Pfeile zeigen auf, die im Proteom
von Y. lipolytica markierten Esterasen.
1 - Y. lipolytica Extrakt & 81 | 2 - CLE& 81| 3 - Y. lipolytica Extrakt & 82 | 4 - CLE & 82.
Jeweils das linke Bild ist die Anfarbung aller Proteine mit CBB, wohingegen das jeweils
rechte Bild der Fluoreszenzaufnahme mit Anregung bei 312 nm entspricht.

Wie in Abbildung 66 zu erkennen ist, beinhaltete der Rohextrakt aus dem Hefepilz
eine enorme Anzahl an verschiedenen Proteinen (Bahn 1 und 3 in Abb. 66 ). Trotz dieser
vielen Proteinen bzw. Enzymen konnte in der Fluoreszenzaufnahme nur zwei durch 81
(Bahn 1 Banden a und b) und drei Banden durch 82 (Bahn 3 Banden c bis e) markierte
Banden detektiert werden. Ein Vergleich dieser, durch die Sonden markierten Banden

mit der kommerziell erhaltlichen C. lipolytica Esterase (Bahn 2 und 4) zeigte, dass beide
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Sonden unterschiedliche Banden im Proteom von Y. lipolytica markierten oder es kam
durch die starke Uberladung des Gels in eines der Inkubationsexperimenten zu einer
Bandenverschiebung. Ein Vergleich der fluoreszent Markierten Banden a und b mit der
Datenbank NCBI 4 forderte mehrere Treffer flr Esterasen mit einem vergleichbaren
Molekulargewicht zu Tage, die als Indizien fir eine Markierung von Esterasen gewertet
werden konnten. Dabei kdnnten den Banden a und b Esterasen von ca. 53 kDa und
ca. 75kDa mit 478 bzw. 679 Aminosauren zugeordnet werden und die Banden c bis e,
welche durch die Inkubation des Proteoms von Y. lipolytica mit dem langerkettigen
82 entstanden, konnten so ebenfalls Esterasen mit einem Molekulargewicht von ca.
53kDa, ca. 51 kDa und ca. 39 kDa (478, 456 und 370 Aminosduren) zugeordnet werden.
Daruber hinaus sind auch noch weitere, aber sehr gering markierte Banden zu erahnen,
was sich mit der groRen Anzahl der in Y. lipolytica bekannten Hydrolasen deckt. Des
Weiteren erbrachte der Vergleich der im Proteom von Y. lipolytica markierten Banden
(Bahn 1 und 3) mit der kauflich erwerbbaren C. lipolytica Esterase (Bahn 2 und 4)
keine Ubereinstimmung. Die Esterasen im Proteom haben demnach keine oder nur
sehr wenig Homologie mit der kauflich erwerbbaren C. lipolytica Esterase, oder die
groRe Uberladung des Gels durch die Vielzahl an Proteinen in Y. lipolytica haben
eine Bandenverschiebung zur Folge. Diese Schatzungen konnen jedoch nur als Indiz
gewertet werden und dennoch konnte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass
eine gewissen Spezifitat der beiden Sonden 81 und 82 zugesprochen werden kann, da
viele der in Y. lipolytica enthaltenen Proteine nicht markiert wurden und beide Sonden

(81 und 82) auch in komplexen biologischen Matrices angewendet werden kénnen.

3.3.4 Lokalisierung der Bindungsstellen der Bisenolester an Esterasen

In den vorherigen Kapiteln wurde mittels fluoreszenter Markierung und Gelelektro-
phorese belegt, dass die BEA 55 und 81 sowie die BEC 68 und 82 selektive Sonden flr
Esterasen sind. LC-MS Analysen des Uberstandes der Reaktion der fluoreszenten Bise-
nolester mit verschiedenen lipolytischen Enzyme zeigten dariber hinaus, dass sowohl
Esterasen, als auch die nicht markierten Lipasen die Bisenolester in die postulierte

proteinreaktive Spezies (Dialdehyd) uberfuhren. Aufgrund dessen war es notwendig

“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein, zugriff am 22.11.2013
P gov/p
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den Markierungsmechanismus detaillierter zu betrachten und somit einen direkten
Hinweis auf die Reaktion der Esterasen mit den Sonden zu erlangen und Riickschlisse
zu erhalten, warum eine Reaktion mit Lipasen nicht stattfindet. Dafur wurde die Pro-
teinsequenz einer durch 55 modifizierten, sowie unmodifizierten Esterase bendtigt.
Durch vergleichende Analytik lasst sich daraus die Reaktion der Bisenolester mit den

Esterasen ableiten.

A , B Y i
200 kDa— ..! 1.8

e I
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100 kDa— [ 200 kDa— ==
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Abbildung 67: A: Gelektrophorese von BSA (Bahn 1), CLE (Bahn 2) und deren Uberlagerung
(Bahn 3), B: Inkubationen von HLE mit 55 fir die Sequenzierung und nachtragliche In-Gel
Verknupfung des Fluorophors 76. 7 - HLE & 0,2 yM 55 | 7a - HLE & 4,2 yM 55

Fur die LC-MS basierende Sequenzierungstechnik sind reine Proteine von Vorteil.
CLE zeigte in Vorversuchen, dass ein GroRteil der Proteinpraparation Rinderserumal-
bumin (BSA) enthalt, welches die Signale der Esterase dominierte und die Auswertung
erschwerte (Abb. 67A). Aufgrund der sehr geringen Massendifferenz (ca. 4 kDa) der
beiden Proteine war es zudem nicht mdéglich sie gelelektrophoretisch von einander zu
trennen. Wie zu erkennen ist, sind beide Proteine (Bahn 1 und 2) fast auf der selben
Hohe und eine Koelution (Bahn 3) ergibt eine nahezu einzelne Bande.

Angesichts dieser starken Verunreinigung der CLE mit BSA wurde daher mit Schwei-
neleberesterase (HLE) gearbeitet, welche ebenfalls in den Elektrophoreseversuchen
nur eine Bande aufwies und durch 55 und 81 markiert wurde. LC-MS Sequenzierung
dieser Esterase, ohne vorherige gelektrophoretische Reinigung, ergab eine ca. 80%ige
Ubereinstimmung mit der NCBI Datenbank® und keinerlei stérende Verunreinigung
anderer Proteine, sodass diese Esterase geeignet fur die nachfolgenden Experimente

ist.

>Zugriff: 15.05.2013
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Zur Bestimmung der Reaktionsstellen des BEA an HLE wurde das nicht fluoreszente
BEA 55 mit der Esterase inkubiert. 55 besitzt im Vergleich mit seinem fluoreszenten
Analogon 81 nach der Reaktion mit dem Protein keine eigene Ladung und ist schwerer
fragmentierbar, wodurch die Auswertung erleichtert wird. Um trotzdem nachzuweisen,
dass eine Reaktion stattgefunden hat, wurde ein Aliquot der modifizierten HLE gelelek-
trophoretisch aufgetrennt und das Fluorophor 76 nachtraglich im Gel durch CuAAC
verknupft. Abbildung 67 B zeigt, dass mit diesem Versuch HLE fluoreszent angefarbt

A

werden konnte, was die Modifikation von HLE durch 55 beweist.
a
o markierte
b

@@/ N N @/ _— Peptidfragmente
+81 <«*‘/ 1 \55 (r) _PAGE Trypsin —
'F g g @/ Verdau /\4

T . @ — native
V. L | L | _ - Peptidfragmente

- T

LC-MSE
Sequenzierung

Markierte Peptidesequenzen
(R)VLGKYVSLEGLAQPVAVFLGVPFAKPPLGSLR(F)
(K)AAAKQIAVLAGCK(T) .
(RYQKSEDELLDLTLK(M) Datenprozessierung
(K)TATSLLWKSYPIANIPEELTPVATDK(Y)
(K)SYPIANIPEELTPVATDKYLGGTDDPVK(K)
(K)KDLFLDLMGDVVFGVPSVTVAR(Q)
(RIDAGAPTYMYEFQYRPSFSSDKKPK(T)
(K)TVIGDHGDEIFSVFGFPLLK(G)

xxxxxxx

Abbildung 68: Experimentelle Beschreibung der Sequenzierung der mit 55 inkubierten HLE.
Zuerst wird HLE in drei parallelen Inkubationen mit der fluoreszenten (81) und der
unfluoreszenten (55) Sonde, sowie ohne Anwesenheit einer Sonde inkubiert. AnschlieBend
wird eine Separation mittels Gelelektrophorese (PAGE) durchgefuhrt. Danach werden die
zwischen den beiden fluoreszenten Banden in Bahn 2 und 3 befindlichen modifizierten
(@) bzw. nativen (b) HLE durch Ausschneiden aus dem Gel extrahiert. Die Analyse der
Reaktionsstellen erfolgt Gber einen tryptischen Verdau und LC-MSF Analyse der erhaltenen
Peptidfragmente und einer Datenprozessierung.

Abbildung 68 zeigt die, zur Sequenzierung und zum Vergleich der unbehandelten
und der modifizierten HLE durchgefiihrten Schritte. Das Enzym wurde in drei ver-
schiedenen Teilexperimenten inkubiert (mit dem fluoreszenten BEA 81, mit 55 und
nativ). Diese wurden gemeinsam gelelektrophoretisch aufgetrennt, wobei die mit 81

markierte HLE in Bahn 1 und 4 aufgetragen wurde und lediglich als fluoreszenter
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Standard benutzt wurde, da auf eine Anfarbung mit CBB verzichtet wurde und so eine
weitere Fehlerquelle eliminiert werden konnte. Zwischen diesen beiden fluoreszenten
Banden wurden die unbehandelte (Bahn 2) und die mit 55 modifizierte HLE aus dem
Gel geschnitten und einem tryptischen Verdau unterzogen. AnschlieBend wurden diese
Spaltungsprodukte mittels LC-MSF gestiitzter Analyse sequenziert. Dazu werden die
einzelnen Peptide des tryptischen Verdaus zundchst mittels RP-HPLC von einander se-
pariert und anschlieBend in einem Tandem Massenspektrometer sequenziert. Die Hy-
drolyse erfolgt dabei nur an definierten Stellen durch Trypsin. Durch die Bestimmung
der hochaufgeldsten Masse der Hydrolyseprodukte, sowie deren Fragmentierung im
Massenspektrometer kann durch den Vergleich mit Bibliotheken das Peptid und seine

Sequenz identifiziert werden.

Lysin: Arginin:
o) NH i
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Abbildung 69: Mogliche Reaktionsprodukte der Aminosauren Lysin (A-C) und Arginin (D -
G) mit Deacetylierungsprodukten von 55. Fur die Modifikationen B, C, E und F kann
jeweils auch das entsprechende Regioisomer entstehen, bei dem die Bindung am anderen
Carbonylkohlenstoff erfolgte (fur Verbindung B und E bedeutet dies eine Hydrolyse der
anderen Enolacetateinheit), welche aus Ubersichtsgriinden nicht abgebildet wurden.
Durch diese Isomere wird die Massenzunahme nicht beeinflusst und kann dartber hinaus
von der hier verwendeten Sequenzierungsmethode nicht unterschieden werden.

Bei der Auswertung der tryptischen Spaltungsprodukte der, durch 55 modifizierten,

HLE wurden die in Abbildung 69 dargestellten sieben Reaktionen des einfach deace-
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tylierten 55 (B und E) und des zweifach deacetylierten 55 (A, C, D, F und G) mit den
Seitenketten der Aminosauren Lysin und Arginin durch Massenzunahme in Vergleich
mit der Sequenz der nativen HLE berucksichtigt. Modifizierungen durch Deacetylier-
ungsprodukte von 55 der Guanidingruppe des Arginins konnten dabei nicht gefunden
werde (D bis G in Abb. 69). Zwei Peptide, welche nach B bzw. C modifiziert wurden,
konnten detektiert werden. Diese wurden jedoch nach genauerer Betrachtung der
Retentionszeiten verworfen. Durch die Modifikationen der Peptide mit unpolaren
Resten sollte eine Verschiebung zu hoheren Retentionszeiten im Vergleich zu ihren un-
modifizierten Analogons zu erwarten sein, da mit einer RP-HPLC gearbeitet wurde. Die
gefundenen Modifikationen wiesen jedoch kleinere Retentionszeiten auf, sodass diese
einen anderen Ursprung haben mussen, als durch die Reaktion mit deacetylierten 55.

Schlussendlich konnte nur eine Art der Modifikation der Aminogruppe des Lysins
verifiziert werden. Acht Lysine an Position 36, 266, 300, 384, 402, 414, 462, und 482
in der Proteinsequenz wiesen eine Retentionszeitverschiebung zu hoheren Werten
sowie eine Massenzunahme von 116,06 Da (dies Entspricht genau der Reaktion des
Amins zu einem Pyrrol mit dem korrespondierenden Dialdehyden von 55) auf und
wurden demnach durch eine Reaktion, wie in Verbindung A in Abbildung 69 dargestellt,
modifiziert.

Zur genauen Lokalisation der acht modifizierten Lysine wurde die dreidimensionale
Struktur der HLE bendtigt, welche jedoch zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit
nicht gelost wurde. Darum wurde die Kristallstruktur einer menschlichen Esterase
aus der Leber (hCE) zu Hilfe genommen, ein Abbild der HLE zu projizieren, da bei-
de Esterasen zu 75% in der Proteinsequenz Ubereinstimmen.!'9’! Dieses Verfahren
wurde auch schon auf andere lipolytische Enzyme angewendet, um Struktur-Wirkungs-
Beziehungen nachzuweisen.!"®® Ein Vergleich der Aminosauresequenzen beider Pro-
teine mittels NCBI blast alignment® erbrachte eine 78%ige Ubereinstimmung
(88% bei Einbeziehung von chemisch ahnlichen Aminosauren), sodass eine sehr gute
Deckungsgleichheit beider Enzyme gewahrleistet werden konnte (siehe Tabelle 13 im
experimentellen Teil). Lediglich eines der acht in HLE modifizierten Lysine an Position

266 ist in der menschlichen Esterase durch Glutamat ersetzt, womit von einer guten

®http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
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Deckungsgleichheit der markierungsrelevanten Aminosauren ausgegangen werden

konnte (siehe Tabelle 13 im experimentellen Teil).

Abbildung 70: Projiziertes Bild der Schweineleberesterase nach dem Modell einer menschli-
chen Leberesterase. A: Blick auf das Trimer, entlang der C3-Achse. B: Blick auf die Seite
des Hexamers im rechten Winkel zur C3-Achse. (grau: nicht modifizierte Lysine; grun:
durch 55 modifizierte Lysine; pink: katalytische Triade; beige: Enzymruckgrat; die Pfeile
zeigen auf das modifizierte Lysin, welches am ende der »z-site«liegt)

Wie in Abbildung 70 zu sehen ist, gab es eine eindeutige Verteilung der modifi-
zierten Lysine (grun) auf einer Seite in der dreidimensionalen Struktur. Im Trimer
der projizierten HLE (A) sieht man, dass alle Lysine annahernd kreisformig um die
katalytische Triade (pink) angeordnet waren. Einzig ein Lysin war sehr weit entfernt
und an der AulRenseite des Enzymes. Jedoch liegt dieses am Ende des Substratkanals
aus dem kleinere Substratmolekule die Esterase nach Hydrolyse verlassen kénnen.
Dieser Bereich wurde von Redinbo als »z-site«bezeichnet.!'! Das relativ kleine 55
kénnte ebenfalls nach der Hydrolyse das Enzym durch diese Struktur verlassen haben
und dort mit einer freien Aminogruppe eines Lysins reagiert haben.

Beim betrachten des Hexamers (B) ist die Verteilung der durch 55 modifizierten
Lysine (grin) ebenfalls sehr deutlich. Nur an den Berthrungsseiten der beiden Tri-
mereinheiten, auf denen sich die aktive Tasche befindet, wurden Aminogruppen von
Lysin modifiziert. Dagegen befinden sich auf den AulRenseiten der Esterase keinerlei
modifizierte Lysine (grau). Dies lasst den Schluss zu, dass 55 durch HLE hydrolysiert
wurde. Der daraus resultierende proteinreaktive Dialdehyd verlasst die aktive Tasche

und reagiert unverzuglich mit freien Aminogruppen des Lysins, ohne das Innere des
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Enzyms zu verlassen und bildet einen Pyrrolring aus. Durch das Nichtvorhandensein
von Modifizierungen an der AuBenseite der HLE kann dartber hinaus geschlussfolgert
werden, dass der aus 55 gebildete Dialdehyd nicht in die Losung abgegeben wird,
bzw. dieser falls er in das umgebende Medium diffundiert Uber einen unbekannten
Reaktionsmechanismus abreagiert.

Grundsatzlich konnte mit dieser Methode bewiesen werden, dass Bisenolacetate als
selektive ABP-Sonde fur Esterasen eingesetzt werden kénnen. Die ungleichmaRige Ver-
teilung der modifizierten Lysine spricht dartber hinaus fur eine aktive Transformation
von 55 durch die Esterase, welche durch Deacetylierungsprodukte von 55 markiert
wird. Daruiber hinaus wurden auch die Ergebnisse von Grosser 200 und Guerriero®”!
bestatigt, dass Caulerpenin bevorzugt Gber die 1,4-Dialdehydeinheit mit einzelnen

Aminen reagiert. Dabei wurde nur die Reaktion zu einem Pyrrolring beobachtet.
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Teil II

3.4 Inhibierungsexperimente der Oxidoreduktasen
3.4.1 Inhibierung Menschlicher Lipoxygenasen durch Bisenolester

In Kollaboration mit Cengiz etal. wurden im Jahre 2011 Experimente durchgefihrt,
welche das Bisenolacetat (BEA) Caulerpenin (13) als nicht kompetitiven Inhibitor fur
Lipoxygenasen (LO) aus Sojabohnen identifizierten.”! Ahnliche Ergebnisse wurden
auch schon 1998 von Ninomiya erhoben. In dieser Studie wurde ein Oxidationspro-
dukt des Caulepenins (98, Struktur siehe Abb. 24, diese Verbindung entspringt aus der
Chlorophyll-katalysierten Oxidation des DIeninterminus von 13), als potenter Inhibitor
fur Lipoxygenasen.[® In beiden Studien konnte somit gezeigt werden, dass die Biseno-
lacetateinheit einen Einfluss auf die Aktivitdt von LOs nimmt, da die Seitenkette starke
Unterschiede aufwies.

Um diese Ergebnisse der Forschugnsgruppen weiter zu verfeinern und um weitere
Struktur-Wirkungs-Hinweise zu erlangen, wurden die Bisenolester 55, 68 und 69 eben-
falls auf ihre Lipoxygenasenhemmung untersucht. Um den Einfluss der Seitenkette
auf die Inhibierungswirkung zu vertiefen wurden ebenfalls 88 und 89 (Methyl- bzw.
n-Pentylseitenkette) in die Subtanzbibliothek aufgenommen. Durch die Abwesenheit ei-
ner sekundaren Acetatgruppe in all diesen Verbindungen sollte einerseits die Uberpruft
werden, ob nur die Bisenolestereinheit fir die Hemmung des Enzymes verantwortlich
ist und zu anderen der Einfluss der Seitenkette (Lange, Sattigungsgrad) beleuchtet
werden. Dariber hinaus kann auch der Einfluss der Polaritat der Bisenolestereinheit
(Lange der Carboxylsdureeinheiten) betrachtet werden.

Ebenfalls wurden die kauflich erwerbbaren Substanzen 33 und 106 ebenfalls getestet.
Dabei sollte mit Hilfe von 33 die Notwendigkeit der Alkylierung der BEAs Uberpruft
werden und mit Hilfe des ungesattigten Alkohols 106 der Einfluss der Seitenkette von
55 Uberpruft werden, ob diese isoliert einen Einfluss auf die LO ausubt.

Mit dieser Subtanzbibliothek (Tab. 4) wurden nun zellfreie und zellbasierende 5-LO
Inhibierungsexperimente durchgefuhrt, um direkte und indirekte Einflisse auf die LO

Aktivitat zu untersuchen. FUr die letztgenannten waren zum Beispiel das Blockieren der
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Substratversorgung, Beeinflussung des 5-LO aktivierenden Proteins (FLAP) oder Inakti-
vierung durch Phosphorylierung der LO in den Zellen Faktoren, die eine Inhibierung
der LO ergeben konnten. Zellfreie Assays wurden dabei entweder mit aus polymor-
phonukledren Leukozyten (PNML) isolierter LO oder den Homogenisaten dieser Zellen
durchgefuhrt. Um die Oxidationsreaktionen der zellbasierenden Experimente in den
PNML zu starten, wurden diese mit dem Ca?*-Ionophor (A23187) behandelt, welches
daruber hinaus die Zellen permeabel fur die Inhibitoren machte. Zur Auswertung der
5-LO Aktivitat wurden die Oxidationsprodukte der Arachidonsdure (AA, 90) Leukotrien
B4 (LTB4 und seine Trans-Isomere) und 5-Hydroxyperoxyeicosatetraensdure (5-HPETE)
mittels RP-HPLC detektiert.

Tabelle 4: IC5o-Werte der drei verschiedenen Inhibierungsexperimente. [a] isolierte
5-LO und zugesetzte AA (20 pM); [b] intakte PMNL ohne zugesetzte AA; [c] intakte
PMNL mit zu gesetzter AA; [d] nicht I6sbar >30 pM. n.b. = nicht bestimmt. Die
Angaben beziehen sich auf die Konzentration, welche notwendig ist, um nur noch
50 % der Aktivitat der LO in Vergleich zur Kontrolle ohne Inhibitor zu beobachten.

Substanz ICso
isolierte 5-LORI  PNML-AAIP] PNML+AAL

AcO

N 13 42uM 5,9 uM 21,0puM
7 a0 H | < H 2 H PH
OAc
(6]
I
| %0 88  39,1uM 18,4 M n.b.
N
(0]
T
10 89  >30umU 2,1uM n.b.
N

AN
55  11,8pM 5,1 M 18,8 uM

|°1(O
IOJ\

N\/Hﬁ}.‘/{o\t 68 48.6 uM 1,0uM n.b
|O)I\lr/1} ;OM O .b.

|0 69 21,0uM >100 pM n.b.

4
o

O
Aoy 33 >100pM >100 uM n.b.

N~ o 106  >100 pM >100 uM n.b.
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Beim Betrachten aller drei Teilexperimente in Tabelle 4 ist zu erkennen, dass Cau-
lerpenin (13) der potenteste Inhibitor unter den getesteten Substanzen ist. In zellba-
sierenden Tests ohne zusatzliche AA konnte 13 eine Verringerung der 5-LO Aktivitat
um 50 9% bei 5,9 yM erreichen. Diese Fahigkeit blieb auch bei Verwendung der Zell-
homogenisate und aus E. coli isolierter menschlicher recombinanter 5-LO bestehen,
in der diese Verbindung ICso-Werte von 9,5 M bzw. 4.2 uM erzielte (siehe Graphen
in Abb. 71). 89 und 68 zeigten eine bessere Hemmung der Lipoxygenaseaktivitat in
intakten PNML als 13 (2,1 yM bzw. 1,0 uM), aber dennoch eine héhere ICso-Werte bei
Verwendung von isolierter 5-LO . Scheinbar beeinflussen 68 und 89 regulatorische
Prozesse in den Zellen (z. B. blockieren der Substratversorgung, Beeinflussung des

FLAPs) oder l6sen unspezifische Effekte (akute Toxizitat) aus.
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Abbildung 71: Hemmung der 5-LO Aktivitat durch die Anwesenheit von Caulerpenin (13) in
intakten menschlichen PMNL Zellen (A), in PMNL Homogenisaten (B) und von rekombinan-
ter 5-LO (isoliert aus E. coli). Angegeben ist der Durchschnittswert aus drei Messungen +
Standardfehler, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Abbildung nach Richter et al.?%"
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Das etablierte Asthma Medikament Zileuton zeigte in dhnlichen Versuchen einen
besseren, aber vergleichbaren ICsy von ca. 0,6 uM (nicht abgebildet). Daruber hinaus
zeigten alle der getesteten Bisenolester, mit Ausnahme des Stearates (69), gute bis sehr
gute ICso Werte in den Inhibierungsexperimente mit intakten Zellen mit hinzugefugter
AA.

Um die Struktur der Inhibitoren weiter zu vereinfachen, wurden das Bisenolace-
tat 55 in zwei Elemente unterteilt. Dabei beeinflussten beide isolierten Strukturen
(Bisenolacetat 33 und Alkylkette mit Dreifachbindung 106) das Enzym 5-LO in keiner
Weise, so dass eine Alkylierung an Position 2 der Bisenolester fur eine Hemmende
Wirkung erforderlich ist. Vergleicht man jedoch die BEAs 88 und 89, wird klar, dass eine

Alkylierung alleine nicht ausreicht. Im zellbasierenden Assay ohne zusatzliche AA zeigte
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88 eine etwa neunfach schwachere Aktivitat als 89. Verlangert man die Kettenlange
der Saurereste (69), so sinkt die inhibitorische Aktivitat gegentber der 5-LO drastisch
und eine Wirkung kann nur noch bei isolierter 5-LO nachgewiesen werden (21,0 pM).
Das spricht fur eine verringerte Permeabilitat des Stearates 69, das nicht in die Zelle
eindringen kann. Méglicherweise wirkt sich auch die verringerte Wasserldslichkeit von

69 auf die schlechte Hemmung der 5-LO Aktivitat aus.
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Abbildung 72: A: Radikalfangaktivitdt der Subtanzen 13 und 55 im Vergleich zu den redoxakti-
ven Verbindungen Ascorbinsaure und L-Cystein. B: Konzentrationsabhdngige Inhibierung
der 12-LO und 15-LO-1 mit den Substanzen 13 und 55. Angaben relativ zu Kontrolle
(nativen Enzym) als Durchschnittswert (n=3) + Standardfehler, ** p < 0.01. Abbildung
nach Richter et al.[?0"

Auffallend in allen Kategorien, vor allem in den zellbasierenden Assays, war das
BEA 55, das dhnliche Eigenschaften wie der aus C. taxifolia isolierte Naturstoff 13 auf
die Lipoxygenasenaktivitat zeigte. Darum wurden diese zwei Inhibitoren gewahlt und
weiterfiUhrenden Studien unterzogen. Um eine antioxidative Wirkung der Substanzen
55 und 13 zu Uberprifen, wurden diese einem antioxidativen Assay in Anwesenheit von
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) unterzogen.?%?! DPPH, welches ein stabiles freies
Radikal enthalt, reagiert dabei mit anderen redox-aktiven Substanzen und verandert
sein Absorbtionsspektrum. Keines der getesteten getesteten BEA (13 und 55) zeigte bei
Konzentrationen bis 200 uM Radikalfangereigenschaften, wohingegen Testsubstanzen,
wie L-Cystein und Ascorbinsaure, die Bildung eines DPPH-Radikals unterdrickten
(siehe Abbildung 72 A). Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die beobachtete
Hemmung der 5-LO durch 13 und 55 nicht auf eine Redoxaktivitat zurtckzufuhren ist
und direkte Beeinflussung des Enzymes stattfindet.

Trotz dieser vielen Gemeinsamkeiten brachte die differenzierte Betrachtungswei-
se der beiden Substanzen 13 und 55 Unterschiede hervor. Wie in Abbildung 72 B
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dargestellt, war der isolierte Naturstoff 13 nicht nur Inhibitor fur die menschliche
5-LO, sondern verringerte auch 12-LO und 15-LO-1 in der Aktivitat mit ICs; Werten
von 36 yM bzw. 42 pM. Eine Inkubation von 55 mit 5-LO ergab in dem gemessenen

Konzentrationsbereich keinerlei Auswirkungen auf die anderen LO.
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Abbildung 73: A: Reversibilitdtsmessungen der 5-LO Inhibition mit den Substanzen 13, 55 und
dem etablierten LO-Hemmer Zileuton (97) in jeweils zwei Konzentrationen. Zuséatzlich
wurde ein Aliquot der héheren Konzentration durch zehnfaches Verdiinnen auf die Kon-
zentration der Niedrigeren gebracht (x (10-x)), um Ruckschlisse Gber die Reversibilitat
ziehen zu kénnen. B: 5-LO Inhibition mit den Subtanzen 13 und 55 (jeweils 10 uM) bei
verschiedenen Konzentrationen des Substrates AA. Angaben relativ zu Kontrolle (nativen
Enzym) als Durchschnittswert (n=4) + Standardfehler, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <
0.001. Abbildung nach Richter etal.[20"

Des Weiteren sollte der Inhibierungsmodus von 5-LO durch diese zwei potenten
Substanzen untersucht werden. Dafur wurde in Verdunnungsexperimenten isolierte
5-LO mit jeweils zwei Konzentrationen der Inhibitoren 13 und 55 inkubiert. Anschlie-
Bend wurde ein Aliquot der hoheren Inhibitorkonzentration soweit verdiinnt, dass
die Endkonzentration der kleineren erreicht wurde. Wird nun durch diesen Verdun-
nungsprozess die ursprungliche Aktivitat der Kleineren erreicht, spricht man von einer
reversiblen Inhibierung. Caulerpenin (13) zeigte eine Inhibierung der 5-LO von ca. 25 %
bei 1 uM und 75 % bei 10 uM. Verdlinnte man die hohere Konzentration um den Faktor
10, so wurde eine Restaktivitat von 50 % gemessen (siehe Abbildung 73 A), sodass 13
menschliche 5-LO in einem unvollstandig irreversiblen Inhibierungsmodus hemmt.

Im Kontrast dazu forderte das Experiment mit 55 als Inhibitor einen reversiblen
Modus zu Tage. Hier konnten durch zehnfache Verdiinnung der Inhibitorkonzentration
von 30 pM auf 3 pM die selbe Aktivitat wie in der Ldsung mit der Inhibitorkonzentration

von 3 uM detektiert werden. Der ebenfalls zur Kontrolle untersuchte 5-LO-Inhibitor
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Zileuton (97) zeigte einen reversiblen Inhibierungsmodus, was in Einklang mit seinem
Eisen-komplexierenden Inhibierungsmechanismus steht.!"28!

In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, wie sich eine erhéhte Substrat-
konzentration (AA) auf die Inhibition von 5-LO durch 13 und 55 auswirkt und ob eine
kompetitive Inhibierung vorliegt. Wie in Abbildung 73 B zu erkennen ist, verbleiben ca.
60 % der Enzymaktivitat bei Anwesenheit von 2 yM 13, welche durch Verzehnfachung
der AA Konzentration auf 10 % fallt. Diese Daten sprechen flir einen unkompetitetiver
Inhibierungsmechanismus der 5-LO fur 13, was deckungsgleich mit den durch Cen-
giz etal.”™ beobacheteten Inhibitionskinetiken einer 13-LO aus Sojabohnen ist. Erhoht
man jedoch bei Einsatz von 55 als Inhibitior die Substratkonzentration (AA), vergroRert
sich die Enzymaktivitat, was auf einen kompetitiven Mechanismus schlieBen lasst.

Zusammengefasst lassen sich sowohl Caulerpenin (13) als auch das hier vorgestellte
Bisenolacetat der zweiten Generation 55 als LOX-Inhibitoren beschreiben. Jedoch sind
diese in ihren Inhibitoreigenschaften verschieden. So ist 13 ein Inhibitor fur 5-LO,
12-LO und auch 15-LO, wobei er die potenteste Auswirkung auf die erstgenannte
aufweist und diese irreversibel und unkompetitetiv (bezogen auf AA) hemmt. Im
Kontrast dazu hemmt 55 nur spezifisch 5-LO, weist jedoch nur einen reversiblen
und kompetitetiven Inhibitionsmodus auf. Dennoch sind diese Ergebnisse schwer
definierbar und der Mechanismus beider Inhibitoren véllig divergent und bedarf tiefer

gehender Studien.

3.4.2 Inhibierung der Xanthinoxidase aus Kuhmilch durch Bisenolester

Cengiz etal. zeigten 2012, dass die naturlich vorkommende Substanz 13 das Enzym
Xanthinoxidase (XO) in einem irreversiblen Mechanismus inhibiert. Um diese Ergebnis-
se zu erweitern und tiefer gehende Struktur-Wirkungs-Mechanismen der Hemmung
von XO durch Bisenolester zu untersuchen, wurden die strukturellen Motive von Cau-
lerpenin (13), in Analogie zur Substanzbibliothek der LO-Inhibitionsexperimente (siehe
voriges Kapitel), einzeln beleuchtet. Zum einen sollte 55 aufzeigen, ob die sekundare
Acetatgruppe fir die Hemmung der XO notwendig ist und zum anderen sollte der
Einfluss der Seitenkette (Lange, Sattigungsgrad) untersucht werden. Darlber hinaus,

und um das Pharmakophor weiter einzugrenzen, wurden 55 in seine Strukturelemete
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aufgeteilt. Die kauflich erwerbbaren Substanzen 1,4-Diacetoxybutadien (33, Bisenola-
cetateinheit) und Hex-5-in-1-ol (106, terminale Dreifachbindung) stellten die dafiir not-
wendigen Strukturen bereit. Um die in dieser Arbeit erhobenen Daten mit denen von
Cengiz etal.'”! zu vergleichen, wurde zusatzlich auch noch Caulerpenin (13) verwendet,

da nicht die selbe XO in dieser Studie zur Verfligung stand.
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Abbildung 74: Vergleich der IC5o-Werte der getesteten Inhibitoren der Xanthinoxidase. An-
gaben relativ zur Kontrolle (natives Enzym) als Durchschnittswert (n=3) inklusive der
relativen Standardabweichung.

Um die Inhibition der XO durch die Bisenolacetate der zweiten Generation zu testen,
wurden diese mit dem Enzym fur 30 min inkubiert und anschlieRend die Bildung von
Harnsaure aus Xanthin bei 290 nm detektiert. Wie aus Abbildung 74 ersichtlich, ist
13 der potenteste Inhibitor fur XO unter den getesteten Verbindungen. Dennoch war
die hier verwendete XO deutlich starker gehemmt durch 13 als die von Cengiz etal.
verwendete XO (3,9 uM zu 26,9 uM). Darliber hinaus zeigten alle neuen Bisenolacetate
ohne sekundare Acetatgruppe interessante Ergebnisse bei den Inhibierungsexperi-
menten. So war der, gegenuber 13, stark vereinfachte Inhibitor 55 dahnlich aktiv wie 13
(3,9 uM und 5,5 pM). Wurde die Substanz 106 eingesetzt, welche keine Bisenolester-
einheit enthielt und lediglich eine Dreifachbindung sowie eine Hydroxyfunktion besaR,
konnte keinerlei Hemmung der XO beobachtet werden Darum kann davon ausgegan-
gen werden, dass die hemmende Wirkung durch die Bisenolestereinheit bestimmt

wird. Verringerte Inhibition der XO wurde durch die Verlangerung der Saureketten
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(vgl. 55 mit 68) erreicht. Hierbei wird eine ca. 5,5 fach erhéhte Konzentration bendtigt,
um einen 50%igen Abfall der Enzymaktivitat zu detektieren. Setzt man das BEA mit
gesattigter Seitenkette (89) ein, wurde dieser Faktor noch héher und eine 50%ige Inhi-
bition erst bei 111,5 pM erreicht. Kontrar dazu war das Bisenolacetat ohne Seitenkette
33. Obwohl es keinerlei Alkylrest am Butadiensystem trug, erreichte es mit 7 uM fast
die Inhibitorstarke von 13 bzw. 55. Sodass das Pharmakophor dieser Subtanzen die
Bisenolacetateinheit darstellt, dessen Wirkung jedoch durch Alkylierung mit einem
ungesattigten Rest verstarkt wird. Diese Fakten zusammengenommen basiert die Hem-
mende Wirkung der Bisenolacetate auf XO grundlegend auf dem Strukturelement des
Bisenolesters, wobei eine Alkylierung mit einem ungesattigten Rest die inhibitorische

Starke unterstitzt.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Teil I

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nach dem Vorbild von Caulerpenin und den Arbeiten
von WeiBflog!'® mehrere Bisenolester 68 und 69 mit terminaler Dreifachbindung, zur
Kopplung von Markermolekulen, hergestellt. Die Synthese dieser Molekule wurde
nach einer von mir vorgestellte Vorschrift zur Herstellung eines Bisenolacetates 55
vorgegangen['7>l und die entsprechenden langkettigen Saurederivate eingesetzt. Das
Bisenolcapronat (68) bzw. Bisenolstearat (69) konnte jeweils in einer funfstufigen Syn-
these mit Totalausbeuten von 5% (68) und 18 % (69) dargestellt werden. Anschlielend
wurde mit Hilfe der , Click”-Reaktion verschiedenen Fluorophoren mit den Molekulen
55, 68 und 69 verbunden und mit vielfaltigen lipolytisch aktiven Enzymen inkubiert.
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Abbildung 75: Vereinfachungen des Naturstoffes Caulerpenin (13) in zwei verschiedenen Ge-
nerationen von Bisenolestern. In der ersten Generation wurde der Dieninterminus (blau)
durch einen koppelbares Azid ersetzt, woraus Verbindung 18 resultierte. In dieser Arbeit
wurde nun zusatzlich die sekundare Acetatgruppe nicht mit in die Zielmolekule 55, 68
und 69 aufgenommen.

e Die fluoreszenten Bisenolacetate 80 und 81 sowie das Bisenolcapronat 82 zeig-
ten in Inkubationsexperimenten mit Candida lipolytica Esterase und Albumin
aus Huhnereiweis als Kontrollprotein, dass selektiv die Esterase markiert wurde.

Die Verbindung 81 zeigte jedoch starke Autohydrolyse der Bisenolacetateinheit,
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sodass schon nach wenigen Stunden eine hohe Konzentration an proteinre-
aktiven Dialdehyden nachgewiesen wurde. Dies fuihrte zu unerwunschter und
unselektiver Markierung des nicht enzymantisch aktiven Kontrollproteins. Wird
81 jedoch vor der Inkubation chromatographisch aufgereinigt, lasst sich dieser

Effekt komplett unterdricken.

Durch die Inkubation von 81 und 82 mit unterschiedlichen Esterasen und Lipasen
konnte gezeigt werden, dass nur Esterasen durch die beiden Sonden fluoreszent
markiert wurden. Ein Selektivitatsunterschied durch die veranderte Kettenlan-
ge der Sauregruppen konnte bei den getesteten Hydrolasen nicht festgestellt

werden.

81 und 82 wurden durch alle getesteten lipolytischen Enzyme in proteinreaktive
Dialdehyde Uberfuhrt. Auch von den Enzymen, die durch die beiden Verbindun-
gen nicht markiert wurden. Daher ist die aktive Deacylierung der Sonden fur eine

Markierung notwendig, aber nicht alleiniges Kriterium.

Eine drastische Verlangerung der Saurekettenlange in 69 bzw. 83 flhrte zu keiner
Umkehrung der Markierungseigenschaften, sodass Lipasen markiert werden
konnten. Zusatzlich wurde die Synthese und Aufreingung von 83 im Vergleich
zu 81 bzw. 82 erschwert und die Identitat von 83 konnte nur indirekt bestatigt

werden

Auch die nicht fluoreszenten Sonden 55 und 68 konnen fiir die Esterasenmarkie-
rung eingesetzt werden. Es ist jedoch wichtig, die Verknupfung des Fluorophors
durch ,Click“-Reaktion nach der Gelelektrophorese direkt im Gel an der immobi-
lisierten Esterase durchzufuihren. Durch das, fur die Verknupfung notwendige,
Cu* kommt es zu Spaltungs- und Polymerisierungsprodukten der verwendeten
Proteine, welche die Auswertung nach der anschlieBenden Gelelektrophorese

unmaoglich machen.

Durch Sequenzierung einer mit 55 inkubierten Schweineleberesterase konnte
die Bindungsart und Reaktionsstellen der deacylierten Bisenolester aufgedeckt

werden. Insgesamt wurden in diesem Experiment acht der 35 im Enzym enthal-
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tenen Lysine durch Pyrrolringbildung des Amins mit dem zweifachen Deacetylie-
rungsprodukt von 55 modifiziert. Die Modellierung der rdumlichen Struktur der
Schweineleberesterase zeigte, dass sich sieben der modifizierten Lysine in der
Nahe der katalytisch aktiven Tasche befinden und nicht auf der, dem umgeben-
den Medium zugewandten, AuBenseite. Ebenfalls wurde ein Lysin am Ende eines
Subtratkanals, aus dem kleine Subtratmolekile das Enzym verlassen kdnnen,
markiert. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass 55 vom aktiven Zentrum des
Enzyms hydrolysiert wird und anschlieBend mit der Aminofunktion der Lysine

reagiert, ohne dabei in das umgebende Medium entlassen zu werden.

Zusammenfassend sind Bisenolester kurzkettiger Carboxylsauren selektive ABP-
Sonden fiur Esterasen, wobei die Kettenlange der Saure die Selektivitat der Markierung
wenig beeinflusst. Sie erganzen die etablierten 3-Lactone und Phosphonsaurederi-
vate um ein weiteres Werkzeug Esterasen zu visualisieren. DartGber hinaus besitzen
die Bisenolester allerdings den Vorteil keine Inhibitore flr Esterasen darzustellen,
da sie nicht das aktive Zentrum blockieren. Des Weiteren konnten die hier vorge-
stellten Sonden auch fur Esterasen benutzt werden, welche ein Zink als aktives Zen-
trum beinhalten, die von den Phosphonsdure und B-Lactonderivaten nicht markiert
werden kdnnen. Weitere Studien lipolytischer Enzyme und komplexer Proteome mit-
tels 2D-Gelelektrophorese und anschlielBender Sequenzanalysen, mussten jedoch die
Eignung weiter untermauern.

Durch die terminale Dreifachbindung kénnen an die hier vorgestellten Bisenolester
mannigfaltige Reste verknupft werden, sodass die Anwendungen dhnlich vielfaltig wa-
ren. So ware zum Beispiel durch eine Immobilisierung der Bisenolester an Polymeren
eine selektive Anreicherung von Esterasen moglich, die durch Einfihrung eines selektiv
spaltbaren Spacers zudem wieder mobilisiert werden kénnten.

Weiterfihrend ware es moglich die hier vorgestellte Strategie auf andere Hydrolasen,
wie Peptidasen oder Glycosidasen auszuweiten, indem die Saurereste z.B. gegen

entsprechende Aminosduren oder Zucker ausgetauscht werden.
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Teil II
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Abbildung 76: Caulerpenin (13) und das hier vorgestellte Bisenolacetat (55) sind Inhibitoren
menschlicher Lipoxygenasen. Zusatzlich zeigen diese hemmende Wirkung gegenlber
Xanthinoxidase aus Kuhmilch, welche aber auch von dem Bisenolacetat ohne Alkylrest 33
inhibiert wird.

OAc

Der Naturstoff Caulerpenin (13) und ein davon abgeleitetes Oxidationsprodukt 98
wurde von Ninomiya etal.®® bzw. Cengiz etal.™*”" als Inhibitor von Lipoxygenasen
bzw. Xanthinoxidase identifiziert. Da trotz der unterschiedlichen Seitenketten die
hemmenden Eigenschaften weitestgehend erhalten blieben, wurden die hier vorge-
stellten Bisenolester ebenfalls auf ihre Auswirkungen auf beide Oxidoreduktasen
untersucht. Durch erfolgreiche Synthese weiterer Bisenolacetate mit Methyl- und
n-Pentylseitenkette (88 bzw. 89) konnte weiterfihrend das Pharmakophor eingegrenzt

und folgende Ergebnisse fur die einzelnen Enzyme erzielt werden:

Inhibierung der Lipoxygenasen

e Der Naturstoff 13 ist ein Inhibitor fur menschliche 5-, 12- und 15-Lipoxygenase,
wohingegen das hier vorgestellte Bisenolacetat 55 selektiv nur die 5-Lipoxygenase
hemmt. Unterschiede ergaben sich ebenfalls bei dem Inhibitionsmodus beider
Substanzen gegenuber 5-Lipoxygenase. Wahrend 13 dieses Enzym unvollstandig
reversibel und unkompetitiv (bezogen auf Arachidonsaure) hemmt, inhibierte 55
reversibel und kompetitiv (bezogen auf Arachidonsaure). Die Inhibition basiert

dabei nicht auf Grundlage einer redoxaktiven Aktivitat.

e Das Caulerpeninanalogon 55 ohne sekunddre Acetatgruppe bendtigt nur eine
ca. dreifach erhéhte Konzentration in Vergleich mit dem Naturstoff 13 fur eine
50 %ige Aktivitatserniedrigung von isolierter 5-Lipoxygenase (4,2 pM zu 11,8 pM).

Dagegen inhibieren 13 und 55 die Oxidation von Arachidonsaure in intakten po-
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lymorphonukledren Leukozyten (Trager von 5-Lipoxygenase) mit sehr dhnlichen
ICso-Werten.

e Eine Absattigung und/oder Verkurzung der Seitenkette, sowie die Verlangerung
der Sdureketten in 55 erniedrigt die Potenz der Inhibition. Dennoch gab es hier-
bei Ausnahmen in intakten polymorphonukledren Leukozyten. Das im Vergleich
zu 55 abgesattigte 89 und das Bisenolcapronat zeigten sehr gute Inhibitionsei-
genschaften, welche jedoch mit akut toxischen Auswirkungen auf die Leukozy-
ten erklart werden kénnen, da sie die isolierte 5-Lipoxydase schlechter als 55

hemmten.

e Die isolierten Strukturmerkmale (Bisenolacetateinheit in 33 und terminale Drei-

fachbindung in 106) von 55 haben keine Auswirkung auf die 5-Lipoxygenase.

Durch die Vereinfachung des, in einer Grunalge enthaltenen, Bisenolacetates 13 zu
der enzymwechselwirkenden Sonde 55 konnte ein neuer Inhibitor fur menschliche
Lipoxygenasen erstellt werden. Durch die starke Vereinfachung gegentber 13 wurde
jedoch der Inhibitionsmechanismus stark verandert. Interessant macht 55 besonders
die spezifische Inhibition von menschlicher 5-Lipoxygenase. Eine Veranderung dieser
Lipoxygenaseaktivitat im Organismus erhoht das Risiko fur viele Krankheiten, sodass
mit 55 ein Strukturmotiv fur neuartige Lipoxygenasehemmer gefunden wurde, um

diese Krankheiten zu behandeln.

Inhibierung der Xanthinoxidase

e Das BEA mit ungesattigter Seitenkette hemmt mit einem ICsy von 5,5 pM fast

genauso stark Xanthinoxidase wie der Naturstoff 13 (5,5 pM).

e Eine Absattigung der Seitenkette in BEA fuhrt zu einem starken Verlust der
inhibierenden Wirkung, sodass eine 20 fache Konzentration von 89 im Vergleich
zu 55 benotigt wird, um nur noch 50 % Aktivitat des Enzyms zu detektieren. Eine
Verlangerung der Acetate in 55 zu Capronaten erhoht ebenfalls den ICso-Wert
(30,5 uM fur 68)
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e Das isolierte Bisenolacetatsystem in 33, welches keinerlei Seitenkette enthalt,
weist ICso-Werte, vergleichbar mit 13 und 55 auf (7,0 uM). Aufgrund dessen
scheint das Pharmakophor fur die Xanthinoxidasehemmung das Bisenolacetet-
motiv zu sein, welches durch Alkylierung in seinen hemmenden Eigenschaften

gering verstarkt wird.

Das Pharmakophor der Bisenolacetate gegentber Xanthinoxidasen ist demnach das
Bisenolacetatsystem, welches durch Alkylierung mit ungesattigten Resten am Buta-
diensystem in seiner Potenz gesteigert wird. Weiterfuhrende Experimente kdnnten
weitere Analogons der Verbindung 13 bzw. 55 darstellen, welche verschiedene Satti-
gungsgrade und Kettenlangen enthalt. Dadurch kénnten neuartige Medikamente fur

die Krankheitsbilder der Xanthinoxidaseuberfunktion (z. B. Gicht) gefunden werden.
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5 Abkiirzungsverzeichnis
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Fluorophosphonate
Gaschromatographie
Glutaminsaure
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Abktirzungsverzeichnis
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Rkt Reaktion
RP-HPLC Umkehrphasenhochdruckflussigkeitschromatographie
s Singulett
Ser Serin
t Triplett
TAMRA Tetramethylrhodamin
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBDMSCI Tertiarbutyl-dimethyl-silylchlorid
TBTA Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin
THF Tetrahydrofuran
TMS Trimethylsilyl
UV Ultraviolett
Vis Sichtbar
vgl vergleiche
XDH Xanthindehydrogenase
X0 Xanthinoxidoreduktase
YPD Kultivierungsmedium fur Hefen (Yeast peptone dextrose)
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6 Experimentalteil

6.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von bekannten Anbietern (z. B. Sigma Aldrich, Alfa Aesar und
Fluka) bezogen und ohne weitere Vorbehandlung benutzt, wenn nicht anderes ange-
geben. Fur die Normalphasen Saulenchromatographie wurde Silicagel 60 mit einer
Porengrof3e von 40 ym bis 63 um der Firma Merck verwendet. Die daflir verwendeten
Losungsmittel Ethylacetat, Methanol, Diethylether und Petrolether wurden ebenfalls
ohne Vorreinigung verwendet. Die bei der praparativen Saulenchromatographie bené-
tigten Eluentengemische wurden in den jeweils angegebenen Volumenverhaltnissen

gemischt.

6.2 Chromatographie und Spektroskopie
6.2.1 Dunnschichtchromatographie

Die DUnnschichtchromatographie erfolge auf Aluminiumplatten der Firma Merck,
welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Anregungswellenlange 254 nm) impragniert
waren. Zur Visualisierung der Stoffe nach erfolgter dinnschichtchromatographischer
Trennung wurden die Platten zuerst mit ultravioletten Licht der Wellenlangen 254 nm
und 366 nm bestahlt und danach mit Hilfe eines der nachfolgenden Farbebader be-

handelt.

e Farbung nach Seebach: 2,5g Molybdatophosphorsaure und 1 g Cer(IV)sulfat
wurden in 65 ml entionisiertem Wasser geldst. Danach wurden langsam 6 ml
Schwefelsaure hinzugegeben. Die DC Platte wurde darin bis zur vollstandigen
Benetzung eingetaucht und anschliellend wurde Uberschissige Farbeldsung
mit einen Zellstofftuch entfernt. Sichtbar wurden die Produktflecken erst durch

Erhitzen mit einem HeiBluftfon als blaue Flecken auf gelben Grund.

e Farbung mittels Kaliumpermanganat: 3 g Kaliumpermanganat und 20 g Kali-
umcarbonat wurden in 300 ml entionisiertem Wasser geldst und mit 5ml 5%

Natronlauge versetzt. Sichtbar wurden die Produktflecken auf der DC-Platte nach
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langerer Wartezeit oder durch Erhitzen mit einem Heiluftfon als gelbe Flecken

auf violetten Grund.

6.2.2 Kernresonanzspektroskopie

NMR-Spektren wurden mittels verschiedener Spektrometern (200 MHz, 400 MHz bzw.
600 MHz) der Firma Bruker gemessen. Die Kalibrierung der erhaltenen Protonenreso-
nanzspektren erfolgte hierbei auf das Signal des nicht vollstandig Deuterierten Losungs-
mittels. Die Kalibrierung der Kohlenstoffresonanzspektren erfolgte ebenfalls Gber das

Signal des Lésungsmittels. Folgend sind die Daten der Kalibrierungen angegeben:

Lésungsmittel Protonensignal Kohlenstoffsignal

Chloroform 7,25 ppm 77 ppm
d4-Methanol 3,35ppm 49 3 ppm
D,0 4,66 ppm -

6.2.3 Gaschromatographie

Gaschromatographische Analysen wurden an einem GC-MS System der Firma Finnigan
aufgenommen. Dieses bestand aus einem Varian-Gaschromatographen 3400 mit einer
Varian Kapillarsaule CP-Volamine (15m, @ 0,32 mm, #CP7446), als massenselektiver
Detektor wurde ein Finnigan MAT ITS40 Ion-Trap (ElektronenstoRBionisation) benutzt.

Dabei wurden folgende Parameter eingestellt.

Temperaturprogramm:
Parameter Wert Zeit [min] Saulentemperatur [°C]
Injektortemperatur 250°C 0 50
Transferlinetemperatur  270°C 5 50
Tragergas Helium 19,66 270

Ionisierungsspannung  70eV 22,66 270
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6.2.4 Fliissigkeitschromatographie

Fliissigkeitschromatographische Analysen wurden an einem Acquity™ ultraperforman-
ce LC (Waters, Milford, MA, USA) Flissigkeitschromatographen, gekoppelt mit einem
Q-ToF Micro Massenspektrometer (Waters, Micromass, Manchester, UK) durchgefuhrt.
Die Trennung der Analyten erfolgte auf Umkehrphasensaulenmaterial (C18, endcap-
ped). Die verwendeten Eluenten Wasser und Acetonitril waren HPLC-Qualitat und zu-
satzlich mit 0,1 % Ameisensdure, um eine bessere Ionisation zu gewahrleisten, versetzt.
Fur die Massenspektrometrie bzw. Flussigkeitschromatographie wurden folgende

Parameter verwendet.

Eluentengradient:

Parameter Wert Zeit [min] Anteil Acetonitril
Kapillarspannung 3000V 0 0%
Probenkonus 25V 3,5 50 %
Quelltemperatur 120°C 5 100 %
Desolvatisierungstemperatur  300°C 58 100 %
Konus Gasfluss 351/h 59 0%
Desolvatisierungsgasfluss ~ 7001/h 6,6 0%
Kollisionsenergie 10eV

6.2.5 Preparative Fliissigkeitschromatographie

Preparative FlUssigkeitschromatographie wurde an einem Shimadzu LC-8A prapa-
rativen Flussigkeitschromatographen mit SPD-10AV UV-VIS spectrophotometrischen
Detektor durchgeflihrt. Die Auftrennung erfolgte an einer Purospher® STAR RP-18
endcapped (5um) LiChroCART® 250-10 HPLC Saule. Als Eluenten wurden Wasser mit

2% Methanol und Methanol bei einem Fluss von 4 ml/min eingesetzt.
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6.3 Proteinanalytik
6.3.1 Vorbereitung der Proteine fiir die Gelektrophorese

Zur Vorbereitung der Proteinproben (Denaturierung der Proteine) fur die Gelelek-
trophorese wurden die Proteinlésungen mit Ladepuffer?03! (50 % des Volumens der
Proteinlésung) und 2 M 2,3-Dithiothreitollésung (15 % des Volumens der Proteinl6-
sung) versetzt und fir 3 min im kochenden Wasserbad erhitzt. Wenn nicht anders
angegeben, wurden 20 pl dieser vorbereiteten Proteinldsung in die Ladetasche der

Polyacrylamidgele Uberfuhrt.

6.3.2 Polyacrylamidgelelektrophorese

Polyacrylamidgele wurden nach Laemmli?%! hergestellt. Als Stammlésung diente eine
Acrylamidlosung der Firma Roth® mit 40 % Massenanteil Acrylamid und Bisacrylamid
im Verhaltnis 37,5: 1. Die so hergestellten Gele wurden, umwickelt mit feuchten Zell-
stofftlichern, in einer Plastiktite maximal 2 Wochen gelagert. Die Gelelektrophorese
erfolgte in einer Bio-Rad® Tetra Mini-Protean Kammer. Als Stromversorger wurde ein
Consort E385 Transformator benutzt. Zur Auftrennung der Proteine wurden zuerst
80V fur 30 min und danach 180V fur 65 min angelegt.

6.3.3 Visualisierung der Proteine

e Fluoreszenz:
Zur Aufnahme der Fluoreszenzbilder wurden die Gele auf einem Transilluminator
UVStar der Firma Biometra plaziert und mit 312 nm bestrahlt. Die Aufnahme
erfolgte mit einer Canon Powershot A640 und der Software BioDocAnalyze v2.1
von Biometra. Als Parameter wurden stets 8 sec Belichtungszeit und 2 als Blen-
denzahl gewdhlt. Zur Bearbeitung des Kontrastes und der Helligkeit wurde GIMP
v2.6 benutzt.

e Lichtbildaufnahmen:
Die Anfarbung der Gele wurde nach Laemmli?%! durchgefiihrt, wobei alle Schritte
bei erhdhter Temperatur erfolgten, um das Anfarben zu beschleunigen. Hierbei

ist es wichtig das Gel nicht langer als 5min in der erhitzten Coomassieldsung
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zu inkubieren, da sonst der Hintergrund stark eingefarbt wird. Zur Aufnahme
der Lichtbilder wurden die Gele feucht in Plastikhullen tGberfihrt. Nachdem
die Aussenseite trocken war, wurden die Bilder mit einem Epson Perfection
3590 Photo gescannt. Zur Bearbeitung des Kontastes und der Helligkeit wurde
ebenfalls GIMP v2.6 benutzt.

e In-Gel-Huisgen-Cycloaddition:
Direkt nach der Elektrophorese wurden die Gele dreimal fur jeweils 15 min mit
100 ml entionisiertem Wasser gewaschen. Danach wurden diese in eine Pla-
stikbox uberfuhrt, welche nicht sehr viel groRer war als die Gele selbst. Nach
dem Abschutten des Uberschissigen Wassers wurden 6 ml eines Tertiarbuta-
nol/Wasser Gemisches (3:1, v/v), 5 pl TAMRA-Azid Lésung (76, 1 mg/ml, MeOH),
50 pl CuSO4 Losung (50 mM, H,0), 65 pl TBTA'®” Losung (50 mM, THF) und 300 pl
frisch hergestellte Natriumascorbatlésung (1 M, H,0) zugegeben. Nach Schdtteln
des Geles tiber Nacht bei RT, wurde die Reaktionsmischung durch dreimaliges
Waschen mit einer Mischung aus Wasser/Methanol/Essigsaure (50:35:15, v/v/v)
entfernt. Zur Aufnahme der Fluoreszenzaufnahmen wurde wie oben beschrieben

vorgegangen.

6.4 Markierungsassays
6.4.1 Natriumhydrogencarbonatpuffer

2,1 g Natriumhydrogencarbonat und 100 mg Natriumazid wurden in 400 ml entioni-
siertem Wasser geldst und auf pH=7 durch tropfenweise Zugabe von Salzsaure (37 %)
eingestellt. Kurz vor Verwendung dieses Puffers wurde der pH Wert erneut tberpruft

und gegebenfalls eingestellt.

6.4.2 Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS-Puffer)

8 g Natriumchlorid, 200 mg Kaliumchlorid, 1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat und
240 mg Kaliumdihydrogenphosphat wurden in 1000 ml entionisiertem Wasser geldst

und auf pH = 7,5 durch tropfenweise Zugabe von Salzsaure (37 %) eingestellt.
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6.4.3 Huisgen-Cycloaddition an C. lipolytica Esterase in L6sung

Fur Bahn b in Abbildung 59 in wurden 20 pl C. lipolytica Esterase (2mg/ml, Fluka,
0,0983 U/mg), 20 pl Ovalbumin (2 mg/ml) und 10 pl BEA (55, 2 mg/ml in H,O/ MeOH 1:1,
v/v) gemischt und fur 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe wie in Kapitel 6.3.1
fur die Gelelektrophorese vorbereitet. Zur Verknlipfung des TAMRA-Azides 76 wurden
5 pl TAMRA-Azid (1 mg/ml in MeOH), 1 pl CuSO,4 Lésung (300 mM), 1,5 pl TBTA Loésung
(50 mM in THF) und 10 pl Natriumascorbatlésung (1 M) zugegeben und 1 h inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Gelelektrophorese (siehe Kapitel6.3.1 bis 6.3.3).

6.4.4 Inkubationen der Hydrolasen und Ovalbumin mit den Reagenzien der

Huisgen-Cycloaddition

Dies ist die experimentelle Beschreibung der in Abbildung 59 Bahn 1 bis 14 dargestell-
ten Experimente.

Zu 50 pl Proteinlosung (CLE: 0,8 mg/ml, Fluka, 0,0983 U/mg; OVA: 0,8 mg/ml, Sigma
Aldrich) wurden in sieben parallelen Inkubationen folgende Kombinationen der Rea-
genzien der Huisgen-Cycloaddition zugegeben (siehe Tabelle 5). AnschlieBend folgte

eine Gelelektrophorese nach Kapitel 6.3.2, sowie die Auswertung nach Kapitel 6.3.3.

Tabelle 5: Zugesetzte Volumina der Prakatalysatoren
Bahn | 1 2 3 4 5 6 7

CuSO4 (SO0mMM) | Tpl Tpl Tpl 1l
TBTA (50 mM) Tpl Tpl Tpl 1yl
Na Ascorbat (1 M) 3ul 3yl 3ul 3ul

6.4.5 Stabilitdtsprufung von 81 bei Raumtemperatur und -25°C

Von einer frischen Fraktion der praparativen HPLC-Aufreinigung von 81 wurden zwei
Aliquote von 100 pl genommen. Eines wurde mit 900 pl entionisiertem Wasser ver-
dinnt und bei RT gelagert und das andere mit 900 pl Methanol und bei -25°C. Am dar-
auffolgenden Tag wurden beide mittels HPLC-MS vermessen und die in Abbildung 56
gezeigten Chromatogramme erhalten. Anhand der Massenspektren konnte eine ein-

deutige Zuordnung der Monohydrolyse- (81-Ac) bzw. der Dihydrolyseprodukte (81-2Ac)
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gemacht werden. Das Auftreten eines Doppelpeaks ist auf die Verknipfungsisomerie

des TAMRA-Fluorophors zurtickzufihren.

6.4.6 Markierung von C. lipolytica Esterase mit fluoreszenten Bisenolestern
81, 82 und 80

Dies ist die Beschreibung der in Abbildung 62 und 57 dargestellten Experimente. Fur
Abbildung 55 wurde entsprechend eine hohere Konzentrierte Ovalbuminlésung von
10 mg/ml eingesetzt. Die Konzentration des fluoreszenten BEA in Abbildung 57 war
0,1 mg/ml.

CLE (2 mg/ml, Fluka, 0,0983 U/mg) und OVA wurden frisch in NaHCO3 Puffer (Kapi-
tel 6.4.1) mit einer Konzentration von 2 mg/ml geldst und die in Tabelle 6 angegebenen
Volumina jeweils in 1,5ml Eppendorf Vials Gberfihrt. Dabei ist zu beachten, dass die
Enzymldsung als letztes zugegeben wird und die Losungen des fluoreszenten Bisenole-
sters und der Hydrogencarbonatpuffer (bzw. die Ovalbuminlésung im Fall von Bahn
6) vorher gut homogenisiert werden. Im Falle des Acetatanalogons 81 wurden die
Fraktionen der praparativen HPLC direkt verwendet, welche am selben Tag hergestellt
wurden. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden die methanolischen Stammldsun-
gen von 82 und 83 bzw. die Fraktionen von 81 mit entionisiertem Wasser verdunnt, bis
diese eine Absorbanz von 0,14 bei 575 nm aufwiesen. Nach Inkubation flr eine Stunde

bei leichtem Schutteln und RT wurde nach nach Kapitel 6.3.2 bis 6.3.3 vorgegangen.

Tabelle 6: Eingesetzte Volumina bei der Markierung von CLE
Bahn | 1 2 3 4 5 6
Puffer (NaHCO3) | 30pl 40pl 30pl 20pl 20l

Ovalbumin (2 mg/ml) 20 pl 20pl 20l
Bisenolester 10pl 10pl 10pl 10pl
CLE (2mg/ml) | 20 pl 20l 20l

6.4.7 Diskriminieren von Esterasen und Lipasen mit fluoreszenten
Bisenolestern 81, 82 und 83

Dies ist die Beschreibung der in Abbildung 61 und 64 dargestellten Experimente.
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Die Inkubation der Lipasen bzw. der Esterasen fur die Diskriminierungsversuche
wurde analog zu den Versuchen, wie in Kapitel 6.4.6 beschrieben durchgefihrt. Hierbei
wurden 20 pl Natriumhydrogencarbonatpuffer mit 10 pl der fluoreszenten Biseno-
lacetatlésung vermischt. Nachdem 20 pl der in der Tabelle angebenen Hydrolasen
zugegeben wurde, wurden die Ldsungen 1 h bei RT unter leichtem Schdtteln inkubiert.

Zur Auswertung der Markierung wurde nach Kapitel 6.3.2 bis 6.3.3 vorgegangen.

Tabelle 7: Eingesetzte Hydrolasen der Diskriminierung

Hydrolase | Konzentration Hersteller, Aktivitat

A. niger Lipase 50 mg/ml Sigma Aldrich, 236 U/g
Schweine Pankreas Lipase 50 mg/ml Sigma-Aldrich, 22,7 U/mg
Rhizopus niveus Lipase 120 mg/ml Fluka, 2,8 U/mg

R. arrhizus Lipase 50 mg/ml Sigma Aldrich, 10,5 U/mg

Esterase aus Pferdeleber 25 mg/ml Sigma Aldrich, 0,51 U/mg
Esterase aus Schweineleber 2 mg/ml Sigma Aldrich, 17 U/mg
Esterase aus Wildschweineleber 2 mg/ml Sigma Aldrich, 165 U/mg

6.4.8 Proteininkubationen fiir die In-Gel click Experimente

Fur das in Abbildung 60 und 63 dargestellte Experiment wurden die in Tabelle 8
angegebenen Volumina in 1,5ml Eppendorf Vials vermischt und fur 1 h bi RT leicht
geschuttelt, wobei jeweils die Esterase zuletzt hinzugegeben wurde. Es wurde eine

methanolische Losung von 0,1 mg/ml (0,42 pM) der Bisenolester 55 bzw. 68 eingesetzt.

Tabelle 8: Eingesetzte Volumina bei der Markierung von CLE mit den nicht fluoreszenten
Sonden 55 (Abb. 60 ) und 68 (Abb. ??)

| Inkubation von CLE mit 55 Ink. von CLE mit 68
Bahn | 1 2 3 4 5 6 | 1 2 3
Puffer (NaHCO3) | 30l 40pl 30pl 20pl 204l 20l 20yl
Ovalbumin (2 mg/ml) 20l 20l 20l 20pl 20l
Bisenolester 10 pl 10pl 10pl 10pl [ 10l 10pl 10pl
CLE (2mg/ml) | 20 pl 20 pl 20pl | 2004l 20l

Fur das in Abb. 67 dargestellte Experiment wurde in zwei parallelen Experimenten
80 pl und 20 pl einer methanolischen Lésung von 55 (Bahn 1: 0,2 pM, Bahn 1a: 4,2 pM)
vermischt und fir 1 h bei RT leicht geschuttelt. Zur Sequenzierung der Esterase wurde
das Experiment benutzt, in welchem eine Konzentration von 4,2 uM von 55 eingesetzte

wurde.
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Anschlieend wurden die Proteinproben denaturiert (Kapitel 6.3.1) und die Proteine
gelelektrophoretisch (Kapitel 6.3.2) aufgetrennt. Zur VerknlUpfung des fluoreszenten

Farbstoffes wurde wie in Kapitel 6.3.3 beschrieben vorgegangen.

6.4.9 Bestimmung der Deacetylierungsprodukte der fluoreszenten
Bisenolester 81, 82 und 83

Dies ist die Beschreibung der in Tabelle 2 und 3 dargestellten Experimente.

Die in Tabelle 7 angegebenen Hydrolasen wurden in Natriumhydrogencarbonatpuf-
fer mit einer Konzentration von 6 mg/ml geldst. 150 pl der Bisenolacetatlésung (81
(frische Fraktion der praparativen HPLC) bzw. 82, 0,075 mg/ml in MeOH/H,0, 1/20)
wurden mit 6 pl der Enzymlésung gemischt und fur 10 min inkubiert. AnschlieBend
wurde die Lésung fir 3 min bei 10000 min~' zentrifugiert und 10 ul des Uberstandes
mittels UPLC-MS analysiert.

Im Falle von 83 wurde 150 pl einer methanolische Lésung von 83 (0,05 mg/ml) mit
6 pl der Enzymldsung (C. lipolytica Esterase, R. niveaus Lipase, Lipase aus Schweinepan-
kreas mit jeweils 6 mg/ml) gemischt und fur 10 min leicht geschittelt. AnschlieRend
wurde die Losung fiir 3 min bei 10000 min™' zentrifugiert und der Uberstand mittels

Direkinjektions MS-ESI-tof analysiert.

6.4.10 Enzyminkubationen mit dem fluoreszenten Bisenolstearat 83

Die in Tabelle 9 angegebenen Volumina wurden in 1,5 ml Eppendorfvials vermischt.
Dabei ist zu beachten, dass die Enzymldsung als letztes zugegeben wird und die
Losungen des fluoreszenten Bisenolesters und der Hydrogencarbonatpuffer (bzw.
die Ovalbuminlésung im Fall von Bahn 6) vorher gut homogenisiert werden. Auf-
grund der sehr schlechten Loslichkeit von 83 in Methanol konnte nur eine Konzen-
tration von 0,01 mg/ml eingesetzt werden. Als Enzyme wurden C. lipolytica Esterase
(2mg/ml, Fluka, 0,09 U/mg), Lipase aus Schweinepankreas (4 mg/ml, Sigma-Aldrich,
22, 7U/mg), C. antarctica Lipase (20 mg/ml, Sigma-Aldrich, 1,16 U/mg) und R. niveaus
Lipase (120 mg/ml, Fluka, 2,8 U/mg) verwendet.

Anschliefend wurden die Proteinproben denaturiert (Kapitel 6.3.1) und die Protei-

ne gelelektrophoretisch (Kapitel 6.3.2) aufgetrennt, wobei 20 pl der Proteinproben
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Tabelle 9: Eingesetzte Volumina bei den Enzymmarkierungsversuchen mit 83
Bahn | 1 2 3 4 5 6
Puffer (NaHCO3) | 30pl 40pl 30pl 20pl 20l

Ovalbumin (2 mg/ml) 20l 20pl 20 pl
Bisenolstearat (83, 0,01 mg/ml) 10 pl 10pl 10pl 10l
Enzym (2mg/ml) | 20 pl 20 pl 20l

in die Ladetasche des Elektrophoresegeles gegeben wurden. Zur Verknupfung des

fluoreszenten Farbstoffes wurde darauf wie in Kapitel 6.3.3 beschrieben vorgegangen.

6.4.11 Sequenzierung der modifizierten Schweineleberesterase

80 pl Schweineleberesterase (PLE, 20 mg/ml, Sigma Aldrich) wurden mit 20 pl einer
methanolischen Lésung von 55 (4,2 uM) inkubiert und fur 1 h bei RT leicht geschuttelt.
AnschlieBend wurde die Proteinmischung mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Als
Referenz und Visualisierung der nicht flureszenten mit 55 markierten PLE wurde eine
mit 82 markierte PLE in einer benachbarten Bahn mit aufgetrennt. Die zu sequen-
zierende PLE wurde auf der selben Hohe der fluoreszenten Esterase ausgeschnitten
(siehe Abb. 68 auf Seite 88). Die so erhaltene BEA-markierte PLE wurde im Gel tryptisch
verdaut, extrahiert und im einer Vacuumzentrifuge getrocknet. AnschlieBend wurde
der Ruckstand in 10 pl 0,1 % Ameisensdure aufgenommen. 1 pl dieses Peptidmixes
wurde in ein nanoAcquity nanoUPLC system von Waters, welches mit einem Q-ToF
HDMS mass spectrometer von Waters gekoppelt war, injiziert. Die Probe wurde zuerst
mit einer Symmetry C18 trap-column (20 mm x 0,18 mm, 5 ym PartikelgroRRe) bei ei-
nem Fluss vom 15 pl/min (0,1 % Ameisensaure) aufkonzentriert und entsalzt. Danach
wurden die Peptide mit dem in Tabelle 10 angebenen Eluentengradienten auf eine
nanoAcquity C18 analytischen Chromatographiesaule (200 mm x 0,18 mm Innendurch-
messer, BEH 130 Material, 1,7 ym PartikelgroRe) bei einem Fluss von 350 nl/min auf-
getrennt. Dabei wurden Wasser mit 2 % Acetonitril und Acetonitril verwendet, welche

beide 0,1 % Ameisensaure fur eine bessere Ionisation enthielten.

Die so aufgetrennten Peptide wurden mittels NanoLockSpray Ionenquelle in ein
Synapt HDMS Tandem Massenspektrometer transferiert (V-Modus, mit einem Auflo-

sungsvermdgen von mindestens 10000 der Breite auf halber H6he des Peaks). Dabei
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Tabelle 10: Eluentengradient

Zeit [min] Anteil Acetonitril

0 0%
13 30%
18 50%
23 95%
27 95%
28 1%

wurden die in Tabelle 11 angegebenen Parameter verwendet. Als Standard wurde alle
30sec ein menschliches Glu-Fibrinopeptid injiziert, um Veranderungen der MS und

MSE Spektren zu kompensieren.

Tabelle 11: Massenspektroskopische Parameter

Quellentemperatur 80°C
Konusgasfluss  201/h
Nanoelektrospray Spannung 3200V
Menschliches Glu-Fibronopeptid B 650 fmol/pl, 0,5 pl/min
niedrige Kollisionsenergie (MS) 6eV
hohe Kollisionsenergie (MSF) 15eV — 40eV
Massenfenster m/z=50- 1700

Zur Datenprozessierung wurde die Software ProteinLynx Global Server Browser
v2.5 von Waters benutzt, wobei der von Li et al.!?** beschriebene Algorithmus einge-
setzt wurde. Die gefundenen Peptidfragmente wurden gegen die Swissprot Daten-
bank verglichen (heruntergeladen am 27.07.2011 von www.uniprot . org/). Dabei
wurden nur Fragmente berucktichtigt, welche durch tryptischen Abbau und durch
Carbamidomethylmodifikation der Cysteine hervorgerufen werden konnten. Fur den
Nachweis einer Modifikation der Lysine durch 55 wurden die Fragmente zusatzlich
auf eine Massenzunahme des Lysins von 116,08 Da bzw. 176,08 Da untersucht, was
einer Pyrrolbindung (A Abb. 69) durch das zweifache Deacetylierungsprodukt von 55
bzw. einer Iminbindung (B & C Abb. 69) des einfachen Deacetylierungsprodukt mit
jeweils der Aminogruppe des Lysins entspricht. Ebenfalls wurde die Modifikation durch
Hemithioacetalbindung der Aminosdure Cystein mit Deacetylierungsprodukten von 55
bertlcksichtigt und nach Peptidfragmenten mit einer Massenzunahme von 195,10 Da
(D Abb. 69) und 153,09 Da (E Abb. 69) gesucht.
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Zur statistischen Auswertung wurden die Zahl der minimalen Produktionentreffer
der einzelnen Peptide auf drei, die Zahl der minimalen Produktionentreffer der einzel-
nen Proteine auf finf, die Zahl der minimalen Ubereinstimmung der Peptide auf eins
und die Zahl der nicht tryptisch gespaltenen Stellen auf zwei beschrankt. Die maximale

Schwelle fir eine falsche Zuordnung wurde auf 4 % begrenzt.
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Tabelle 13: Vergleich der Aminosauresequenzen der Schweineleberesterase (PLE) und der
menschlichen Leberesterase (hCE) im Einbuchstabencode der Aminosauren.
Rot markiert sind die durch 55 modifizierten Lysine. Anmerkung zur Zeile zwi-
schen den Sequenzen der PLE und hCE: Ist ein Buchstabe abgebildet, sind die
Aminosauren identisch, wohingegen ein ,+" chemische dhnliche Aminosduren
markiert. Leerzeichen in dieser Zeile stehen fur unterschiedliche Aminosauren
in der Sequenz. Ein ,-“ steht fur eine Licke in der Sequenz.

PLE
hCE
PLE
hCE
PLE
hCE
PLE
hCE
PLE
hCE
PLE
hCE
PLE
hCE
PLE
hCE
PLE
hCE
PLE

hCE

1

1
61
61
121
121
181
181
241
241
300
301
360
361
419
421
479
481
539

541

MWLLPLVLTSLASSATWGQPASPPVVDTAQGRVLGKYVSLEGLAQPVAVFLGVPFAKPPL
MWL  +L +L++SA WG P+SPPVVDT G+VLGK+VSLEG AQPVA+FLG+PFAKPPL
MWLRAFILATLSASAAWGHPSSPPVVDTVHGKVLGKFVSLEGFAQPVAIFLGIPFAKPPL

GSLRFAPPQPAEPWSFVKNTTSYPPMCCQDPVAGOMTSDLFTNGKERLIPEFSEDCLYLN
G LRF PPQPAEPWSFVKN TSYPPMC QDP AGQ+ S+LFTN KE + + SEDCLYLN
GPLRFTPPQPAEPWSFVKNATSYPPMCTQDPKAGOLLSELFTNRKENIPLKLSEDCLYLN

IYTPADLTRRGRLPVMVWIHGGGLVVGGASTYDGLALAAHENVVVVAIQYRLGIWGFFST
IYTPADLT++ RLPVMVWIHGGGL+VG ASTYDGLALAAHENVVVV IQYRLGIWGFFST
MWLRAFILATLSASAAWGHPSSPPVVDTVHGKVLGKFVSLEGFAQPVAIFLGIPFAKPPL

GDEHSRGNWGHLDQVAALHWVQENIANFGGDTGSVTIFGESAGGESVSVLVLSPLAKNLF
GDEHSRGNWGHLDQVAAL WVQ+NIA+FGG+ GSVTIFGESAGGESVSVLVLSPLAKNLF
GDEHSRGNWGHLDQVAALRWVQDNIASFGGNPGSVTIFGESAGGESVSVLVLSPLAKNLF

HRAISESGVALTAGLVRK-DMKAAAKQIAVLAGCKTTTSAVFVHCLRQKSEDELLDLTLK
HRAISESGVALT+ LV+K D+K A+QIA+ AGCKTTTSAV VHCLRQK+E+ELL+ TLK
HRAISESGVALTSVLVKKGDVKPLAEQIAITAGCKTTTSAVMVHCLRQKTEEELLETTLK

MKFLTLDLHGDPRESHPFLPTVVDGVLLPKMPEEILAEKDFNTVPYIVGINKQEFGWLLP
MKFL+LDL GDPRES P L TV+DG+LL K PEE+ AE++F+TVPY+VGINKQEFGWL+P
MKFLSLDLQGDPRESQPLLGTVIDGMLLLKTPEELQAERNFHTVPYMVGINKQEFGWLIP

T-MMGFPLSEGKLDQKTATSLLWKSFPITNIPEELTPVATDKYLGGTDDPVKKKDLFLDL
+M +PLSEG+LDQKTA SLLWKS+P+ I +EL P AT+KYLGGTDD VKKKDLFLDL
MQLMSYPLSEGQLDQKTAMSLLWKSYPLVCIAKELIPEATEKYLGGTDDTVKKKDLFLDL

MGDVVFGVPSVTVARQHRDAGAPTYMYEFQYRPSFSSDKKPKTVIGDHGDEIFSVFGFPL
+ DV+FGVPSV VAR HRDAGAPTYMYEFQYRPSFSSD KPKTVIGDHGDE+FSVFG P
TADVMFGVPSVIVARNHRDAGAPTYMYEFQYRPSFSSDMKPKTVIGDHGDELFSVEFGAPF

LKGDAPEEEVSLSKTVMKFWANFARSGNPNGEGLPHWPMYDQEEGYLQIGVNTQAAKRLK
LK A EEE+ LSK VMKFWANFAR+GNPNGEGLPHWP Y+Q+EGYLQIG NTQAA++LK
LKEGASEEETRLSKMVMKFWANFARNGNPNGEGLPHWPEYNQKEGYLQIGANTQAAQKLK

GEEVAFWNDLLSKEAAKKPPKIKHAEL 565
+EVAFW +L +K+A +KPP+ +H EL
DKEVAFWTNLFAKKAVEKPPQTEHIEL 567

60

60

120
120
180
180
240
240
299
300
359
360
418
420
478
480
538

540
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6.4.12 Kultivierung von Yarrowica lipolytica, Extraktion der Proteine und

anschlieBender Markierung

Y. lipolytica (friher Candida lipolytica, DSM No. 70561) wurde in YPD-Medium kultiviert
(1 Gew. % Hefeextrakt, 2 Gew. % bakterielles Pepton und 2 Gew. % Glukose), wobei
10 ml des Mediums mit 500 pl einer alten Stammkultur angeimpft wurde. Zur Gewin-
nung des Proteoms wurde eine drei Tage alte Kultur zentrifugiert und drei mal mit
PBS-Puffer (siehe Kapitel 6.4.2) gewaschen. Das so erhaltene nasse Pellet wurde ge-
wogen und ein definiertes Volumen an PBS-Puffer zugegeben, um eine Konzentration
von 600 mg feuchter Hefe pro 1 ml einzustellen. Zur Gewinnung der Proteine aus den
Hefezellen wurde anschlieBend das Pellet resuspendiert und 2 min bei 0 °C mit einem
Ultraschallfinger behandelt. Zur Markierung der Esterasen in diesem triiben Rohextrakt
wurden 20 pl dieser Suspension zu einem Gemisch aus 20 yl Natriumhydrogencarbo-
natpuffer und 10 pl der 81 Lésung gegeben (0,05 mg/ml in Methanol/ Wasser, frische
HPLC Fraktion) bzw. 82 (in Methanol 0,05 mg/ml). Nachdem diese Suspensionen eine
Stunde bei RT geschuttelt wurden, erfolgte die Proteinseparation nach Kapitel 6.3.2

und die Analyse der Markierung nach Kapitel 6.3.3.
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6.5 Inhibierung von Xanthinoxidase aus Kuhmilch

6.5.1 Ermittlung der ICs, Werte

Tabelle 14: Verwendete Inhibitor Endkonzentrationen. Die in dieser
Tabelle angegebenen Konzentrationen wurden doppeltkonzentriert
hergestellt, da sie mit dem selben Volumen Xanthinoxidaseldsung
vermischt wurden.

Inhibitor Eingesetzte Endkonzentrationen [uM]

AcO
« I

= 3
~~7 A0 H |

13 15; 25; 50; 100

OAc
(@]
N\/EI\K
| (@]
o 89 25; 50: 100: 250
(@]
\/\/lﬁoi
|
o~ 55 0,5: 2.5: 5: 10
0]
\\\/\/Hjé/to\t
|
oM
(0]

68 15; 25; 50; 100
/U\O/\/\/Om/
o} 33 0;0,5; 2,5;5; 10
U
\\/\/\OH 106 10; 50; 100; 150; 200

Aus einer methanolischen 5mM Inhibitorl6sung wurden durch Verdiinnen mit Kalium-
hydrogenphosphatpuffer (50 mM K;HPO,, pH =7,8) die notwendigen Inhibitorlésun-
gen hergestellt doppelt so hoch die in Tabelle 14 angegebenen. 10 pl der Xanthinoxida-
se (Xanthine oxidase from bovine milk, Grade I, Sigma Aldrich 9 U/ml) wurde mit 4,5 ml
Kaliumhydrogenphosphatpuffer verdinnt. AnschlieBend wurden jeweils 600 pl der
Enzymldsung und 600 pl der Inhibitorlésung vermischt (fur schnellere Vermischung
der Loésungen wurden hier keine spitzen Eppendorfvials benutzt), wobei jeweils drei
technische Replikate pro Kombination angefertigt wurden. Nach einer Stunde Inku-
bationszeit bei RT wurden 300 pl dieser Losung in eine 96-Mikrotiterquarzglasplatte
uberfuhrt und mit Hilfe einer Multipipette 20 pl Xanthinlésung (3,43 mM in Kaliumhy-
drogenphosphatpuffer) zugegeben. Die Messung der Absorbtion erfolgte umgehend
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mit einem TECAS infinite 200pro Titer bei 290 nm alle 30 sec uber einen Zeitraum von
6 min.

Die Berechnung der IC50-Werte erfolgte durch die quadratische Ausgleichsgerade
der Durchschnittswerte der drei technischen Replikate in Relation zur nicht inhibierten

Oxidase.

6.6 Inhibierung der menschlichen 5-Lipoxygenase
Biologische Assays

Menschliche polymorphonukleare Leukozyten (PMNL) wurden frisch aus Blut gesunder
Spender isoliert wie angegeben2%°)(Institut fiir Transfusionsmedizin, Universitatskli-
nikum Jena, Deutschland). Zur Leukozytenanreicherung wurde dieses vendse Blut
unverzuglich zentrifugiert (4000 g, 20 min, 20 °C). Daraufhin wurden die PMNL durch
Dextran-Sedimentation und Zentrifugation mittels NycoPrep isoliert. Das so erhaltene
Pellet wurde resuspendiert und die enthaltenen Erythrozyten unter hypotonischen
Bedingungen lysiert. Nach abermaliger Zentrifugation wurden reine PMNL erhalten
(Reinheit >96 %).

Analyse der 5-LO Aktivitat in intakten Zellen

PMNL (107/ml) wurden mit den Testsubtanzen fir 15 min bei 37 °C inkubiert. Durch
Zugabe von 2,5uM Ca?*-Ionophor A23187 mit oder ohne Arachidonsaure (20 uM)
wurden die Oxidationprozesse gestartet. Nach 10 min Inkubationszeit wurden die
Oxidationsprodukte (LTB,4 und seine Transisomere, sowie 5-H(P)ETE) extrahiert und
mittels RP-HPLC analysiert.[2%]

Analyse der LO Aktivitat in zellfreien Assays

Um rekombinante 5-LO zu gewinnen, wurde das Gen der menschlichen 5-LO mittels
pT3-5LO Plasmid in E. coli transformiert. Nach Expremierung dieses Genabschnittes
wurde die rekombinante 5-LO mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt. Alterna-
tiv wurden PMNL durch Ultraschallbehandlung homogenisiert und als Quelle fur 12-LO

oder 15-LO genutzt. Diese Homogenisate bzw. die extrahierte 5-LO wurden fir 10 min



Experimentalteil 127

bei 4°C mit den Inhibitoren inkubiert und fiur 30sec bei 37°C vorgewarmt. Durch
Zugabe von 2mM CaCl, und 20 uM Arachidonsaure wurden die Oxidationprozesse
gestartet. Nach 10 min bei 37 °C wurden die Oxidationsprodukte der 5-LO (LTB4 und
seine Transisomere, sowie 5-H(P)ETE), sowie 12-H(P)ETE and 15-H(P)ETE extrahiert und
mittels RP-HPLC analysiert.120%]

Bestimmung der Radikaleinfangeigenschaften

Die Testsubstanzen wurden in Ethanol gel6st und mit dem gleichen Volumen Di(phenyl)-
(2,4,6-trinitrophenyl)iminoazanium (100 mM in Ethanol, Endvolumen 200 pl) gemischt.

Nach Inkubation fiir 30 min wurde die Absorbanz bei 520 nm bestimmt. 20
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6.7 Synthesen
6.7.1 Versuche zur Halogensubstitution von 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien

Ansatz 1 88 mg (0,51 mmol) 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien wurden in 5ml trockenem
Tetrahydrofuran gelést und 79 pl (0,78 mmol, 1,5 eq) Triethylamin zugegeben.
Als Halogenquelle wurden 131 mg festes Iod (0,51 mmol, 1 eq) zugeben. Nach
ca. 24 h zeigte sich bei RT kein Umsatz und die Reaktionsmischung wurde

auf 80 °C erhitzt. Allerdings ergab sich auch dabei keine Halogensubstitution.

Ansatz 2 88 mg (0,51 mmol) 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien wurden in 5ml trockenem
Tetrahydrofuran gelést und 109 mg N-Bromo-succinimid (0,62 mmol, 1,2 eq)
und anschlielend 5 pl Tertiarbutylhydroperoxid (5,5 M) zugegeben. Nach
24 h rihren bei RT war der gesamte Ausgangsstoff konsumiert, jedoch wurde
kein gewtinschtes Produkt mittels GC-MS detektiert.

Ansatz 3 28 mg 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien (0,16 mmol) wurden in 823 pl Tetrahydro-
furan gel6st und eine Lésung von 12 mg Kaliumbromat (0,07 mmol, 1,33 eq)
in 823 pyl Wasser zugegeben. Nach rihren Gber Nacht konnte ausschlieRlich

der Ausgangsstoff detektiert werden.

Ansatz 4 22 mg 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien (0,13 mmol) wurden in 1000 pl trockenem
Dichlormethan geldst und 0,1 ml Brom (1,7 mmol, 13,33 eq) langsam dazu-
getropft. Obwohl es bei der Zugabe des ersten Tropfens zu einer Entfarbung

kam, konnte nach 2 h per GC nur der Ausgangsstoff detektiert werden.

Ansatz 5 201 mg 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien wurden (1,18 mmol) in 9 ml trockenem
Dichlormethan geldst und 301 mg Iod (1,19 mmol, 1 eq) zugegeben. Anschlie-
Bend wurden 201 mg Natriumcarbonat, geldst in 9 ml Wasser, hinzugegeben
und die Suspension unter starkem Rihren bei 35°C erwarmt. Nach rihren

uber Nacht konnte ausschlieBlich Ausgangsstoff detektiert werden.

Ansatz 6 34 mg 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien (0,2 mmol) wurden in 1,25 ml trocknen Di-
chlormethan gel6st und 49,5 mg Iod (0,2 mmol, 1 eq), sowie 28,5 mg Queck-
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silberdichlorid (0,1 mmol, 0,5 eq) zugegeben. Nach Ruhren Gber Nacht bei

RT konnte kein Umsatz beobachtet werden.

Ansatz 7 23 mg 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien (0,13 mmol) wurden in 3,3 ml| Eisessig ge-
|6st und 35 mg Iod (0,173 mmol, 1eq), sowie 27 mg Kupfer(lI)acetat Monohy-
drat (0,13 mmol, 1 eq) zugegeben. Nach Ruhren uber Nacht bei RT konnte

kein Umsatz beobachtet werden.

Ansatz 8 18 mg 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien (0,11 mmol) wurden in 2,6 ml Tetrahy-
drofuran geldst und 22 mg Iod (0,09 mmol, 0,82eq) , sowie 21 mg Kup-
fer(Il)acetat Monohydrat (0,11 mmol, 1 eq) zugegeben. Nach Rihren Gber

Nacht bei RT konnte kein Umsatz beobachtet werden.

Ansatz 9 85mg 1,4-Diacetoxy-1,3-butadien (0,5 mmol) wurden in 1 ml 1,4-Dioxan ge-
[6st und 119 mg N-Iodosucccinimid (0,53 mmol, 1,05 eq) zugegeben. Nach
4 h Ruhren konnte eine neue Verbindung mittels Gaschromatographie nach-
gewiesen werden, welche allerdings das selbe Molekulargewicht des Aus-
gangsstoffes hatte. Nach weiteren 20 h Ruhren konnte keine weitere Veran-

derung beobachtet werden.

6.7.2 4-((Tert-butyldimethylsilyl)oxy)butan-1-ol

3 1
\Sli,O\él/\z/\OH

Diese Synthese wurde nach McDougal et al.!'8¥ durchgefiihrt. Die spektroskopischen

Daten stimmten mit den in der Literatur angegebenen tberein.

6.7.3 4-((Tert-butyldimethylsilyl)oxy)butan-1-al
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206 mg des Alkohols 26 wurden in 20 ml Dichlormethan gelést und auf 0 °C gekuhlt.
Nach Zugabe von 519 mg Dess-Martin-Periodinan wurde die Suspension fur 30 min bei
0°C geruhrt und anschlieBend die Kuhlung entfernt. Der Reaktionsfortschritt wurde
per DC verfolgt und die Reaktion durch Zugabe von 5 ml gesattigter Natriumthiosulfat-
[6sung und 5 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung abgebrochen als kein
Ausgangsstoff mehr nachgewiesen werden konnte (ca. 1h). Die organische Phase
wurde abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch aufgereinigt (PE/ DE, 3:2; R=0,38 in PE/ DE 3:2), um ein

gelbes Ol zu erhalten.

e Ausbeute: 137 mg (77 %)

e "H-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 0,02 (6H, s, (H-5)); 0,87 (9H, s, (H-7)); 1,84 (2H,
q.%/=7 Hz, (H-3)); 2,49 (2H, td, 3/;=7,1 Hz, 3/,=1,8 Hz, (H-2)); 3,63 (2H, t, 3/=6 Hz,
(H-4)); 9,77 (1H, t, 3/=1,7 Hz, (H-1))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 5,5 (C-5); 18,3 (C-6); 25,5 (C-3); 25,9 (C-7), 40,8
(C-2);, 62,0 (C-4); 202,6 (C-1)

6.7.4 8-Trimethylsilyl-3-(Hydroxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (39)

\l. OH
AN

OH

Diese Synthese wurde nach einer, in meiner Diplomarbeit!"”*! vorgestellten, Vorschrift
durchgefiihrt, welche ihren Ursprung in einer Veroffentlichung von Kocienski et al.!'””!
hatte. Die spektroskopischen Daten stimmten mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.



Experimentalteil 131

6.7.5 4-((Tert-butyldimethylsilyl)oxy)but-2-in-1-ol (41)

OH

Ansatza Die Synthese wurde nach Najdi etal."®! durchgefiihrt, wobei ein Gemisch

aus einfach und zweifach silylierten Produkten erhalten wurde.

Ansatzb Die Synthese wurde angepasst nach McDougal et al.!'8¥ durchgefiihrt. 2,4 g
But-2-in-1,4-diol (27,9 mmol) wurden in 35ml trockenem THF gel6st. Nach Zugabe
von 1,5 g festem Natriumhydrid wurde die Suspension fur 90 min bei RT geruhrt und
anschlieBend auf 0°C gekuhlt. Daraufhin wurden 2.4 g Tertiarbutyldimethylsilylchlo-
rid zugegeben und die Suspension flr weitere 2,5h bei 0°C gerthrt. Nach Abbruch
der Reaktion durch Zugabe von 30 ml gesattigter Ammoniumchloridlésung wurde
die organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit Diethylether
ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mir gesattigter Natrium-
chloridlésung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. AnschlieBend wurde
das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.

Beide Ansatze wurden daraufhin vereint und sdulenchromatographisch aufgereinigt
(PE/ DE, 2:1), um das monosilylierte Produkt mit einer Ausbeute von 18 % zu erhal-
ten. Die spektroskopischen Daten stimmten mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.[186]

6.7.6 Vinylcapronat (44)

@)
/2\24\)1\ ! H8
AN
1 3 560/\/
H
8

Diese Synthese wurde nach Henry etal.l'’?! durchgefuhrt.
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5,1 g Capronsdure wurden in 100 ml Vinylacetat gelést. Nach der Zugabe von 13 mg
Palladiumdiacetat und 67 mg Lithiumchlorid wurde die Reaktionsmischung 24 h bei
42 °C geruhrt. AnschlieBend wurde das Vinylacetat unter wenig reduziertem Druck
entfernt, sodass nur geringe Mengen des Vinylcapronats evaporierten (dies kann
am Ananasgeruch des Vinylcapronates nachverfolgt werden). Der flissige Ruckstand
wurde anschlie8end destillativ fraktioniert (27 °C bei 170 mbar).

e Ausbeute: 3,26 g (54 %)

o "H-NMR (600 MHz, CDCl5) [ppm] 0,86 (3H, t, 3/=6,5 Hz, (H-1)); 1,32 (4H, m, (H-
283)); 1,65 (2H, m, (H-4)); 2,35 (2H, q, 3/=7.2 Hz, (H-5)); 4,56 (0,5H, dd, 3/, = 6,4 Hz,
31,=1,5 Hz, (H-8)); 4,87 (0,5H, dd, 3/;=14,1 Hz, 3/,=1,5 Hz, (H-8)); 7,29 (1H, dd,
3),=14,1 Hz, 3/,=6,2 Hz, (H-7))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 13,9 (C-1); 22,3 (C-2); 24,3 (C-4); 31,2 (C-3);

34,0 (C-5); 97,4 (C-8); 141,2 (C-7); 180.,4 (C-6)

6.7.7 3-(Hydroxymethyl)-8-(Trimethylsilyl)-oct-7-in-2-en-1-olcapronat (62a) und
3-(Caproyloxymethyl)-3-(Trimethylsilyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (62b)

Al 9 OH Ey g 01 P
_Si _Sid \n/\/\/
X2 4 6 2 4 s 5 13 15
X7 0 X7
8 8

oMy 16 OH
62a 62b

300 mg des Diols 39 und 1100 mg Vinylcapronat (59) wurden in 30 ml Diisopropylether
geldst. Nach Zugabe von 75 mg Lipase aus Candida rugosa (Sigma Aldrich, 807 U/g)
wurde die Reaktionsmischung 72 h bei RT geruhrt. Danach wurde das Losungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt und der Ruckstand in Methanol aufgenommen. Zu
dieser Losung wurde ca. 5 g Kieselgel gegeben und das Methanol unter reduziertem
Druck entfernt. Der feste Ruckstand wurde anschlieBend auf die Kieselgelsaule ge-
geben und saulenchromatographisch aufgereinigt (PE/ DE, 2:3; R=0,6 (62b), Ri=0,54
(62b) in PE/ DE, 2:3).
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e Ausbeute: 146 mg (39 %)

e TH-NMR (600 MHz, CDCls) [ppm] 0,12 & 0,13 (9H; s; (10a&10b)); 0,87 (3H;
t, 3/=7,0 Hz; (16a&16b)); 1,29 (4H; m; (14a&14b&15a&15b)); 1,62 (4H; m;
(13a&13b&4)); 2,19 - 2,32 (6H; m; (12a&12b&3&5)); 4,08 (2H; m;(8a)); 4,22 (2H; m;
(9b)); 4,49 (2H; s; (9a)); 4,65 (2H, d; , 3/=7,0 Hz; (8b)); 5,62 (1H; t;, 3/=7,6 Hz; (7a));
571 (1H; t;, 3/=6,7 Hz; (7b))

¢ BC-NMR (150 MHz, CDCls) [ppm] 0,1 (C-10); 13,9 (C-16); 19,6 (C-3); 22,3 (C-15);
24,6 (C-13); 27,1 (C-5); 27,5 (C-4); 31,3 (C-14); 34,3 (C-12); 58,6 (C-8b); 60,4 (C-9a);
66,0 (C-8a); 67,0 (C-9b); 85,3 (C-1); 106,6 (C-2); 120,2 (C-7a); 128.6 (C-7b); 136.4
(C-6b); 1438 (C-6a); 173,7 (C-12)

6.7.8 3-(Hydroxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-olcapronat (64a) und
3-(Caproyloxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (64b)

64a 64b

136 mg der Monoester 62a und 62b (0,42 mmol) wurden in 10 ml trockenem THF
geldst und auf 0°C gekihlt. Nach tropfenweiser Zugabe von 0,55 ml TBAF Lésung
(1M in THF) wurde die Reaktionsmischung noch weitere 30 min bei 0°C geruhrt und
anschlieBend das Kaltebad entfernt. Der Reaktionsfortschritt wurde per DC verfolgt
und die Reaktion durch Zugabe von 10 ml gesattigter Ammoniumchloridlésung abge-
brochen als kein Ausgangsstoff mehr nachgewiesen werden konnte. Die organische
Phase wurde abgetrennt und die wassrige dreimal mit Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Giber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch aufgereinigt (PE/ DE, 2:3; R=0,32 (64a), R=0,38 (64b) in PE/

DE 2:3), um ein gelbes Ol zu erhalten.

e Ausbeute: 83 mg (80 %)
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3-(Hydroxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-olcapronat (64a)

TH-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 0,90 (3H, t, 3/=6,8 Hz, (H-15)); 1,31 (4H, m,
(H-13&14)); 1,63 (4H, m, (H-4&12)); 1,99 (1H, 2x t, 4/=2,44 Hz, (H-1)); 2,21 (2H, td,
3/=6,8 Hz; , 4/=2,5 Hz, (H-3)) 2,26 - 2,33 (6H, m, (H-5&11)); 4,10 (2H, s, (H-9)); 4,67
(2H, d, 3/=7,1 Hz, (H-8)); 5,66 (1H, t, 3/=7,1 Hz, (H-7));

13C-NMR (150 MHz, CDCls) [ppm] 13,9 (C-15); 22,3 (C-13); 24,6 (C-12); 27,1 (C-11);
27.4 (C-4); 31,3 (C-14); 34,3 (C-5); 60,4 (C-8); 66,0 (C-9); 83,7 (C-2); 1203 (C-7);
1438 (C-6); 173,8 (C-10)

3-(Caproyl-oxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (64b)

H-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 0,86 (3H, t, 3/=6,8 Hz, (H-15)); 1,28 (4H, m,
(H-13&14)); 1,61 (4H, qi, 3/=7,6 Hz, (H-4&12)); 1,96 (1H, m, (H-1)); 2,17 (2H, td,
3]=6,8 Hz;, 4/=2,8 Hz, (H-3)); 2,22 (2H, t, 3/=8,1 Hz, (H-5)); 2,31 (2H, t, 3/=7,6 Hz,
(H-11)); 4,25 (2H, d, 3/=6,8 Hz, (H-8)); 4,5 (2H, s, (H-9)); 5,72 (1H, t, 3/=6,6 Hz,
(H-7))

13C-NMR (150 MHz, CDCls) [ppm] 13,8 (C-15); 17,9 (C-3); 22,2 (C-13); 24,5 (C-4);
26,8 (C-12); 27,0 (C-5); 31,2 (C-14); 34,2 (C-11); 58,6 (C-8); 67,1 (C-9); 68,9 (C-1);
83,7 (C-2); 128,4 (C-7); 173,8 (C-10)

6.7.9 3-(Caproyloxymethinyl)-oct-7-in-1-en-1-olcapronat (68)

Die Synthese wurde in abgewandelter Weise nach WeiBflog!'® durchgefiihrt.

83 mg der Monoester 64a,b (0,33 mmol) wurden in 10 ml Dichlormethan geldst,

auf 0°C gekuhlt und 185 mg Dess-Martin-Periodinan (0,44 mmol) zugegeben. Nach

ca. 30 min Ruhren bei 0°C zeigte sich vollstandiger Umsatz. Danach wurde die leicht
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rosafarbene Suspension in einen Scheidetrichter mit 5 ml gesattigter Natriumhydro-
gencarbonatlésung und 5 ml gesattigter Natriumthiosulfatldsung bis zum Ausbleiben
einer Gasentwicklung geschuttelt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die
wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter redu-
ziertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung
fur die nachfolgende Synthese weiterverwendet.

Das Oxidationsprodukt wurde in einem Schlenkgefald in 10 ml Triethylamin geldst
und 10 mg 4-DMAP sowie 2 ml Capronsdureanhydrid zugegeben. Nachdem das Reakti-
onsgemisch uber Nacht bei 80 °C geriihrt wurde, wurde auf RT abgekuhlt und 100 ml
gesattigte Natriumhydrogencarbonatlosung zugeben. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Gber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchroma-
tographisch Aufgereinigt (PE/ DE, 25:1; R=0.89 in PE/ DE 2:1). Die Fraktionen, welche
das gewunschte Produkt enthielten, wurden zusammen viermal mit kleinen Mengen
gesattigter Kaliumcarbonatldsung ausgeschuttelt, um die enthaltene Capronsaure zu
entfernen. Das so erhaltene farblose Ol war eine Mischung aus den vier moglichen
E und Z Isomeren mit einem Verhaltnis von 1:0,65:0,41:0,34 (A:B:C:D). Die Isome-
re A und B besitzen eine trans-Konfiguration zwischen den Kohlenstoffen 7 und 8,

wohingegen C und D eine cis konfigurierte Bindung an dieser Stelle aufweisen.

e Ausbeute: 73 mg (39 %)

e "H-NMR (600 MHz, CDCl5) [ppm] 0,91 (6H, m, (H-15&15%); 1,34 (8H, m, (H-
13&14&13'&14"); 1,69 (6H, m, (H-4&12&127); 1,95 (0,28H, 2xt, 3/=2,5 Hz, (H-
1C&1D)); 2,00 (0,62H, 2xt, 3/=2,5 Hz, (H-1A&1B)); 2,21 (2H, m, (H-3)); 2,29 (2H, t,
3/=7,3 Hz, (H-5A)); 2,42 (4,8H, m, (H-5B&5C&11&11); 2,53 (0,37H, t, 3/=7,7 Hz,
(H-5D)); 5,12 (0,16H, d, 3/=7,7 Hz, (H-7C)); 5,68 (0,13H, d, 3/=7,3 Hz, (H-7D)); 5,93
(0,26H, d, 3/=12,4 Hz, (H-7B)); 6,41 (0,40H, d, 3/=12,8 Hz, (H-7A)); 7,03 (0,13H, s,
(H-9D)); 7,08 - 7,10 (0,71H, m, (H-8C&8D&IA)); 7,23 (0,26H, s, (H-9B)); 7,46 - 7,52
(0,84H, m, (H-8A&8B&9C))
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e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 13,9; 17,8; 17,9; 18,0; 18,1; 22,3; 23,9; 24,3;
24,4, 26,7; 26,9; 27,0; 27,4; 27,7; 27,8; 29,7; 30,1, 31,2; 33,9; 34,0; 34,1; 68,3; 68,6;
68,7, 69,0; 83,7; 84,1, 104,7, 108,8; 109,1; 113,0; 117,8; 118,5; 120,1; 120,4; 132,7,
133,1; 133,3; 133,4; 134,7; 135,7; 136,5; 136,6; 170,2; 170,2; 170,3; 170,4; 170,7

6.7.10 3-Amin-propylazid (74)
HZN\/\/\N3

Diese Synthese wurde nach Park etal.?! durchgefiihrt. Die spektroskopischen Daten

stimmten mit den in der Literatur angegebenen uberein.

6.7.11 DY490-azid (71)

5mg des DY-490-NHS-Esters (4 pmol) wurden in 500 pl trockenem DMF geldst und
1,2 yl Triethylamin zugegeben. Nach der Zugabe von 1.5 pl 3-Amin-propylazid (74,
13 umol) wurde die Reaktionsmischung fur 2 h leicht geschuttelt. Nachdem LC-MS
Messungen vollstandigen Umsatz des Ausgangsstoffes ergaben, wurde die Reaktions-
mischung mit 10 ml entionisiertem Wasser verdunnt und mittels praparativer HPLC auf-
gereinigt (siehe Kapitel 6.2.5). Die Produkt enthaltenen Fraktionen wurden gemeinsam

mittels Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt.

e Ausbeute: ca. 4 mg (quantitativ)
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e 'TH-NMR (600 MHz, d*-Methanol) [ppm] 1,92 (4H, m, (H-15&16)); 2,91 (2H,
t3/=7,5 Hz, (H-16)); 3,11 (2H, m, (H-14)); 3,46 (2H, t3/=6,8 Hz, (H-27)); 3,52 (2H,
t3/=6,4 Hz, (H-25)); 6,96 (2H, 2x d3/;=8,3 Hz, 3/,=9,0 Hz, (H-4&8)); 7,23 (2H,
2x d?/;=9,4 Hz, 3/,=9,40 Hz, (H-3&9)); 7,37 (1H, d*/=7,5 Hz, (H-18)); 7,95 (1H,
d3/=7,5 Hz, (H-19)); 8,26 (1H, s, (H-21))

e LC-MS (ESI negativ): m/z = 736 [M-H]", 656 [M-SO3-HJ

6.7.12 5(6)-Tetramethylrhodamin-propylazid (76)

50 mg des Tetramethylrhodamin-NHS-Esters (5- und 6-Isomer) wurden in 5 ml Dime-
thylformamid geldst und 26 pl Triethylamin und 45 pl 3-Amino-propylbromid zugege-
ben. Der Fortschritt der Reaktion wurde mittels UPLC-MS detektiert und nach vollstan-
digem Umsatz des NHS-Esters (ca. 2 h) die Reaxtionsmischung mit 10 ml entionisier-
tem Wasser verdunnt. Danach wirde das Reaktionsgemisch mittels praparativer HPLC
aufgetrennt (siehe Kapitel 6.2.5) und die Produkt enthaltenen Fraktionen gemeinsam

im Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt.

e Ausbeute: 43 mg (88 %)

e "TH-NMR (600 MHz, d*-Methanol) [ppm] 1,81 - 1,95 (2H, qi, /=6,6 Hz, (H-27));
3,28 (12H, s, (H-14&15&16&17)); 3,37 - 3,54 (4H, t + m, 3/=6,6 Hz, (H-26&28)); 6,91
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(2H, 2x s, (H-1&11)); 7,02 (2H, 2x t, 3/=2,9 Hz, (H-3&9)); 7,25 (2H, 2x d, ?/=4 Hz,
(H-4&8)); 7,38 - 8,56 (3H, m, (H-19&20&21&22))

e LC-MS (ESI positiv): m/z =513 [M+H]*, 535 [M+Na]*

6.7.13 N-(3-Azidopropyl)-7-nitrobenzoxadiazol-4-amin (79)

NO,
N

=\

~ 7/

N

Diese Synthese wurde nach Key und Cairo!"®? durchgefiihrt. Die spektroskopischen

Daten stimmten mit den in der Literatur angegebenen Uberein.

6.7.14 NBD-bisenolacetat (80)

NO,
1 65/N\
7HN\/\/N
8 10

13 mg des fluoreszenten Azides 79 (47 pmol) und 11 mg des BEA 55 (49 pmol) wurden
in 10 ml eines Tertiarbutanol-Wasser-Gemischs (1:1, v/v) gelost. Danach wurden 10 pl
TBTAL'®71 (0,05 M in THF), 20 pl Natriumascorbatlésung (1 M in H,0) und 10 pl CuSO,
(0,05M in H,0) zugegeben und der Reaktionsfortschritt mittels DC verfolgt. Nachdem
das fluoreszenten Azid 79 komplett konsumiert wurde (ca. 3 h), wurde die Reaktions-
mischung dreifach mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen und tiber Magnesiumsulfat

getrocknet. Nach Entfernung des organischen Losungsmittels unter reduziertem Druck,
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wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt (PE/ EE, 1:1; R=0,51 in
PE/ EE, 1:1).

e Ausbeute: 20 mg (85 %)

e "H-NMR (400 MHz, CDCl3) [ppm] 1,85 (2H, m, (H-14)); 2,17 (6H, s, (H-21&21"));
2,31-2,52 (4H, m, (H-15&9)); 2,74 (2H, m, (H-13)); 3,2 - 3,55 (4H, m, (H-8)); 4,54 (2H,
m, (H-10)); 5,12 (0,2H, d*/=7,3 Hz, (H-17C)); 5,66 (0,1H, s3/=7,6 Hz, (H-17D)); 5,93
(0,3H, d3/=12,5 Hz, (H-17B)); 6,17 (1H, d3/=8,6 Hz, (H-1)); 6,43 (0,4H, d°/=12,8 Hz,
(H-17A)); 6,89 - 7,43 (2H, m, (H-7, 11, 18A-D, 19A-D)); 8,45 (1H, d*/=8,6 Hz, (H-2))

e LC-MS (ESI positiv): m/z = 440 [M-OAc]*, 458 [M-Ac]*, 500 [M+H]*, 522 [M+Na]*

6.7.15 5(6)-Tetramethylrhodamin-bisenolacetat (81)

5mg 5(6)-Tetramethylrhodamin-azid 76 und 3,6 mg 55 wurden in 1 ml eines Tertiarbut-
anol-Wasser-Gemischs (1:1, v/v) gel6st. Danach wurden 0,1 mg TBTA'®, 20 yl Natri-
umascorbatlésung (1 M in H,0) und 20 pl CuSO,4 (0,3 M in H,0) zugegeben und Gber
Nacht bei RT geruhrt. Daraufhin wurde die Reaktionsmischung mit 10 ml entionisier-
tem Wasser verdunnt und per preparativer HPLC aufgetrennt (siehe Kapitel 6.2.5)
und die Produkt enthaltenen Fraktionen gemeinsam im Rotationsverdampfer bis zur

Trockne eingeengt.

Da das so erhaltene fluoreszente Bisenolacetat aus insgesamt acht Isomeren besteht

(vier E und Z Isomere des Butadiensystems und zwei verschiedene Verkupfungen
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am Rhodamin), konnte keine direkte Strukturaufklarung durchgefiihrt werden. Die
Struktur wurde jedoch durch Kombination der gewonnen LC-MS und NMR Daten
weitestgehend bestatigt. Durch die LC-MS Spektren konnte nachgewiesen werden,
dass das flureszente Azid 76 vollstandig aufgebraucht wurde (Ionenspur 513 Abb. 77,
entspricht [M+H]" des Azides 76) und dass ein neuer intensiver Peak, welcher eine ho-
here Retensionszeit aufwies, im Chromatogramm auftauchte (Ionenspur 749 Abb. 77,
entspricht [M+H]* des Kopplungsproduktes 81). Dieser neue Peak besitzt eine star-
ke Absorptionsbande bei 555 nm (TAMRA-Chromophor) und zudem das gewiinschte

Masse zu Ladungsverhaltnis von 749.
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Abbildung 77: Reaktionskontrolle der Synthese des fluoreszenten BEA nach 4 h mittels LC-
ESI/MS. Das fluoreszente Azid 76 wurde fast vollstandig konsumiert (Ionenspur 513) und
ein neuer Peak, mit der gewlinschten Masse des Kopplungsproduktes von 76 und 55,
wurde detektiert (Ionenspur 749). Dieser neue Peak hatte daruber hinaus eine hohe
Absorbanz bei 555 nm, was auf Anwesenheit des TAMRA-Chromophors schlie8en l&sst.

Aufschluss uber eine genauere Struktur des Reaktionsproduktes mit m/z =749 er-

gab die Auswertung des aufgenommenen NMR-Spektrums. Hier zeigte sich das die
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Komplexitat der Mischung. So ergab eine Kalibration der Signale des aromatischen Be-
reiches auf 13 Protonen (9 Protonen des Rhodamins, 3 Protonen des Butadiensystems
und 1 Proton der Triazolbriicke) die erforderliche Anzahl an Protonen der Acetatreste,
der Methylgruppen des Rhodamins sowie allen notwendigen aliphatischen Protonen
(Siehe Abb. 78). Durch Korrelationsspektroskopie konnten zudem die aliphatischen
Protonen der zwei Propylengruppen nachgewiesen werden (Abb. 78 Signale a bis f),
die aufgrund ihrer verschiedenen magnetischen Umgebung unterscheidbar waren.
Zusatzlich konnten die Protonensignale der Methylgruppen des TAMRA-Gerustes und
der Acetate des BEA-Restes zugeordnet werden (Abb. 78 Signale g und h).

errmmmmmwmwwmqmwwmwwmm
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 515 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 15
Chemische Verschiebung (ppm)

Abbildung 78: NMR Spektrum von 81. Im vinylischen und aromatishen Bereich (ca. > 5 ppm)
kommt es zur komplexen Uberlagerung der Signale durch die Stellungs- und Konfigu-
rationsisomerie von 81. Dennoch konnten einige Signale eindeutig zugeordnet werden
(Signale a bis g).
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6.7.16 5(6)-Tetramethylrhodamin-bisenolcapronat (82)

43

O 3¢ .

5mg 5(6)-Tetramethylrhodamin-azid 76 wurden in 1,5ml eines Tertiarbutanol-Was-
ser-Gemischs (1:1, v/v) geldst und 8 mg 68 zugegeben. AnschlieBend wurden 6.5 pl
TBTA® (50 uM in THF), 18 ul Natriumascorbatlosung (1 M in H,0) und 6 pl CuSO,
(50 uM in H,0) zugegeben. Nach 4 h zeigte sich per UPLC-MS Messung ein Umsatz von
ca. 80 %. Daraufhin wurde die Reaktionsmischung mit 10 ml entionisiertem Wasser
verdiunnt und per preparativer HPLC aufgetrennt (siehe Kapitel 6.2.5) und die Produkt
enthaltenen Fraktionen gemeinsam im Rotationsverdampfer bis zur Trockne einge-
engt. Auch hier wurden, analog zu TAMRA-BEA, die vier Konfugurationsisomere der
Butadiensystems erhalten (A, B, C und D, siehe Synthese von 69 Kapitel 6.7.9) und die

zwei Isomere an C-20 und C-21 des nicht anellierten Rings des TAMRA.

e Ausbeute: 7,5mg (90 %)

e 'H-NMR (600 MHz, d*-Methanol) [ppm] 0,92 (6H, m, (H-43&43"); 1,34 (8H, m,
(H-41&41'&428&42')); 1,65 (4H, m, (H-40&40"); 1,89 (2H, m, (H-32)); 2,24 (1,49H, t,
31=7,7 Hz, (H-33A&33B)); 1,99 (2H, qi, 3/=7,2 Hz, (H-27)); 2,54 (0,27H, t, 3/=7,7 Hz,
(H-33Q)); 2,67 (0,21H, t, 3/=7,2 Hz, (H-33D)); 2,73 (2H, m, (H-31)); 3,28 (12H, s,
(H-14&15&16&17)); 3,50 (2H, t, 3/=7,2 Hz, (H-26)); 4,52 (2H, q, ?/=7,2 Hz, (H-
28)); 5.23 (0,10H, d, 3/=8,2 Hz, (H-35()); 5.69 (0,12H, d, 3/=7,2 Hz, (H-35D)); 6,00
(0,22H, d, 3/=12,7 Hz, (H-35B)); 6.39 (0,49H, d, 3/=12,7 Hz, (H-35A)); 6,91 (2H, m,
(H-1&11)); 6,97 (0,16H, s, (H-37D)) 7,01 (2H, dd, 3/;=9,3 Hz, 3/,=2,2 Hz, (H-3&9));
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7,04 (0,47H, s, (H-37A)); 7,07 - 7,09 (0,21H, m, (H-36C&36D)) 7,24 (2H, d, 3/=9,4 Hz,
(H-4&8&37B)); 7,08 - 7,10 (0,71H, m, (H-8C&8D&9A)); 7,34 (1,1H, m, (H-36B))
7,36&7,87&8,03 (3H, m, (H-19&20&21&22)) 7,23 (0,26H, s, (H-9B)); 7,43 (0,43H, d,
3J=13,2 Hz, (H-36A)) 7,48 (0,09H, s, (H-37C)); 8,53 (1H, s, (H-29))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 14,40; 23,52; 25,58; 25,59; 25,64; 25,68; 25,94;
29,46; 29,51; 31,23; 32,48; 34,74, 34,79; 38,52; 40,97, 97,51, 109,99; 114,37,
114,92; 115,13; 119,91; 123,70; 123,82; 129,70; 130,95; 132,71; 134,05; 134,38;
134,60; 136,02; 137,07; 137,14, 137,33; 138,27; 158,84; 159,16; 161,67; 169,35;
171,86; 172,37

e LC-MS (ESI positiv): m/z = 861 [M+H]", 883 [M+Na]*, 763 [M-CO(CH,)4CHs]"

6.7.17 Stearinsaureanhydrid

Diese Synthese wurde nach Selinger et al.!?*”! durchgefihrt.

2,8 g Stearinsaure wurden in 75 ml Tetrachlorkohlenstoff gelost und langsam eine
Losung von 1 g Dicyclocarbodiimid in 25 ml Tetrachlorkohlenstoff hinzugetropft. Nach
ca. 5min zeigte sich eine starke Tribung und die Suspension wurde tUber Nacht bei RT
geruhrt. Danach wurde die Reaktionsmischung durch eine Fritte (G3) filtriert und das
Filtrat im Rotationverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt

wurde ohne weitere Aufreinigungsschritte weiterverwendet.

e Ausbeute: nicht bestimmt
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6.7.18 Vinylstearat
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Diese Synthese wurde nach Henry etal."”?! durchgefiihrt.

5g Stearinsaure wurden in 250 ml Vinylacetat gelost. Nach der Zugabe von 30 mg
Palladiumdiacetat und 20 mg Lithiumchlorid wurde die Reaktionsmischung 24 h bei
37°Cgeruhrt. Anschlielend wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt

und das Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt (PE/ DE, 30:1).

e Ausbeute: 4 35g (80 %)

e 'H-NMR (600 MHz, CDCl5) [ppm] 0,84 (3H, t, 3/=6,0 Hz, (H-1)); 1,23 (26H, m,
(H-2-15)); 1,63 (2H, m, (H-16)); 2,23 (2H, q, 3/=7.,5 Hz, (H-17)); 4,53 (0,5H, dd,
3),=6,2 Hz, 3/,=1,5 Hz, (H-20"); 4,85 (0,5H, dd, 3/;=14,1 Hz, 3/,=1,7 Hz, (H-20));
7,27 (1H, dd, 3/;= 14,1 Hz, 3/,=6,2 Hz, (H-19))

e BC-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 14,1 (C-1); 22,7 (C-2); 24,6 (C-3); 29,1 - 29,7
(C4-15); 31,9 (C-3); 34,0 (C-17); 97,4 (C-20); 141,2 (C-19); 170,9 (C-18)

6.7.19 3-(Hydroxymethyl)-8-(trimethylsilyl)-oct-7-in-2-en-1-olstearat (63a) und
3-(Stearoyloxymethyl)-3-(trimethylsilyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (63b)

63a

63b

300 mg des Dialkohols 39 (1,33 mmol) und 2 g Vinylstearat 61 wurden in 30 ml Diiso-
propylether geldst. Nach Zugabe von 50 mg Rhizopus arrhizzus lipase (Sigma Aldrich,
10,5 U/mg) wurde die Reaktionsmischung 48 h bei 37 °C geruhrt. AnschlieBend wurde
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das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und der Rickstand in ca. 50 ml
THF mit Hilfe von Ultraschall geldst. Nach Zugabe von ca. 8 g Kieselgel wurde das THF
ebenfalls unter reduziertem Druck entfernt. Der feste Ruickstand wurde anschlieend
auf die Kieselgelsaule gegeben und fraktioniert (PE/ DE, 1:1; R¢=0,63 (a), R=0,57 (b) in
PE/ DE, 3:2).

e Ausbeute: 450 mg (75 %)
3-(Hydroxymethyl)-8-(Trimethylsilyl)-oct-7-in-2-en-1-olstearat (63a)

e TH-NMR (600 MHz, CDCl5) [ppm] 0,01 (9H, s, (H-10)); 0,72 (3H, t, 3/=6,8 Hz, (H-
16)); 1,09 (28H, m, (H-14&15)); 1,47 (4H, m, (H-4&13)); 2,05 - 2,12 (4H, m, (H-3&5));
2,13-2,19 (2H, m, (H-12)); 3,94 (2H, s, (H-9)); 4,52 (2H, d, 3/=7,0 Hz, (H-8)); 5,48
(1H, t, 3/=6,9 Hz, (H-7))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCls) [ppm] 0,1 (C-10); 14,1 (C-16); 19,2 (C-3); 22,7 (C-
14/15); 24,9 (C-13); 26,8 (C-5); 26,9 (C-4); 29,2 - 29,7 (C-14/15); 31,9 (C-14/15);
34,3 (C-12); 60,4 (C-9); 66,0 (C-8); 85,3 (C-1); 106,6 (C-2); 120,3 (C-7); 143,8 (C-6);
173,7 (C-11)

3-(Stearoyloxymethyl)-3-(Trimethylsilyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (63b)

e "H-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 0,01 (9H, s, (H-10)); 0,72 (3H, t, 3/=6,8 Hz, (H-
16)); 1,09 (28H, m, (H-14&15)); 1,47 (4H, m, (H-4&13)); 2,05 - 2,12 (4H, m, (H-3&5));
2,13-2,19 (2H, m, (H-12)); 4,08 (2H, d, 3/=6,9 Hz, (H-8)); 4,36 (2H, s, (H-9)); 5,58
(1H, t, 3/=6,9 Hz, (H-7))

e BC-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 0,1 (C-10); 14,1 (C-16); 19,2 (C-3); 22,7 (C-
14&15); 24,9 (C-13); 26,8 (C-5); 26,9 (C-4); 29,2 - 29,7 (C-14&15); 31,9 (C-14&15);
34,3 (C-13),; 60,4 (C-9); 66,0 (C-8); 85,3 (C-1); 106,6 (C-2); 120,3 (C-7); 143,8 (C-6);
173.7 (C-11)
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6.7.20 3-(Hydroxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-olstearat (65a) und
3-(Stearoyloxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (65a)

65a 65b

390 mg der Monoester 63a,b (0,97 mmol) wurden in 20 ml trockenem THF gel6st und
auf 0°C gekihlt. Nach tropfenweiser Zugabe von 0,97 ml TBAF Losung (1 M in THF)
wurde die Kuhlung entfernt. Nach ca. 1h konnte per DC kein Ausgangstoff mehr
nachgewiesen werden und die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 m| gesattigter
Natriumchloridlésung abgebrochen. Die organische Phase wurde abgetrennt und die
wassrige Phase zweimal mit THF extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wur-
den Giber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde saulenchromatographisch aufgereinigt
(PE/ DE, 1:1; R¢=0,59 (65a), Ri=0,49 (65b) in PE/ DE, 2:3).

e Ausbeute: 318 mg (96 %)
3-(Hydroxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-olstearat (65a)

e "H-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 0,87 (3H, t, °>/=7,2 Hz, (H-15)); 1,25 - 1,33 (28H,
m, (H-13&14)); 1,58 - 1,67 (4H, m, (H-4&12)); 1,98 (1H, t, 3/=2,2 Hz, (H-1)); 2,20
(2H, td, 3/=7,2 Hz; , #/=2,8 Hz, (H-3)); 2,25 - 2,31 (4H, m, (H-5&11)); 4,09 (2H, s,
(H-9)); 4,67 (2H, d, /=6,6 Hz, (H-8)); 5,65 (1H, t, ?/=7,2 Hz, (H-7))

e BC-NMR (150 MHz, CDCls) [ppm] 14,1 (C-15); 18,1 (C-3); 22,6 (C-13/14); 24,9
(C-12): 27,1 (C-5); 27,3 (C-4); 29.1 - 29.6 (C-13/14); 31,9 (C-13/14); 34,3 (C-11); 60,4
(C-8); 65,9 (C-9); 68,9 (C-1); 83,7 (C-2); 120,2 (C-7); 143,7 (C-6); 173,8 (C-10)

3-(Stearoyloxymethyl)-oct-7-in-2-en-1-ol (65a)
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e "H-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 0.88 (3H, t, 3/=6,6 Hz, (H-15)); 1.25 - 1.32 (28H,
m, (H-13&14)); 1.63 (4H, m, (H-4&12)); 1.99 (1H, m, (H-1)); 2.20 (2H, td, 3/=6,6 Hz;
, 4/=2.8 Hz, (H-3)); 2.24 - 2.34 (4H, m, (H-11)); 4.25 (2H, d, ?/=6.6 Hz, (H-8)); 4.53
(2H, s, (H-9)); 5.74 (1H, t, 3/=6.6 Hz, (H-7))

e BC-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 14,1 (C-15); 17,9 (C-3); 22,7 (C-13/14); 24,9
(C-12); 26,8 (C-5); 27,1 (C-4); 29.1 - 29.7 (C-13/14); 31,9 (C-13/14); 34,3 (C-11); 58,6
(C-8); 67,0 (C-9); 69 (C-1); 83,7 (C-2); 128,5 (C-7); 136.4 (C-6); 173,6 (C-10)

6.7.21 3-(Stearoyloxymethinyl)-oct-7-in-1-en-1-olstearat (69)

Die Synthese wurde in abgewandelter Weise nach WeiRflog!'®? durchgefiihrt.

80 mg der Monoester 65a,b (0,19 mmol) wurden in 20 ml Dichlormethan geldst und
auf 0°C gekuhlt. Nach Zugabe von 97 mg Dess-Martin-Periodinan (0,23 mmol) wurde
die Kiihlung entfernt. Nach etwa 3 h konnte per DC kein Ausgangsstoff mehr detektiert
werden und die Reaktionsldsung wurde in einen Scheidetrichter mit 10 ml gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung und 10 ml gesattigter Natriumthiosulfatlésung ca.
3 min geschuttelt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase
dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung fir die
nachfolgende Synthese weiterverwendet.

Das Oxidationsprodukt wurde in einem Schlenkgefa in 10 ml Triethylamin geldst
und 3 mg 4-DMAP sowie 523 mg Stearinsaureanhydrid zugegeben. Nachdem das Reak-
tionsgemisch drei Tage bei 80 °C gertuhrt wurde, wurde das Reaktionsgemisch auf RT
abgekuhlt und 20 ml gesattigte Natriumhydrogencarbonatldsung zugeben. Die organi-

sche Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit Diethylether extra-
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hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt
wurde auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch aufgereinigt (PE/ DE,
25:1; R=0,89 in PE/ DE 2:1). Die Fraktionen, welche das gewlinschte Produkt enthielten,
wurden zusammen viermal mit kleinen Mengen gesattigter Kaliumcarbonatlésung
ausgeschuttelt, um die enthaltene Stearinsaure zu entfernen. Nach Trockung uber
Magnesiumsulfat der organischen Phase und Entfernung des Losungsmittels unter re-
duziertem Druck, wurde das Produkt als Feststoff erhalten, welches aus einer Mischung
der vier moglichen E und Z Isomeren mit einem Verhaltnis von 1:0,41:0,31:0,13
(A:B:C:D) bestand. Die Isomere A und B besitzen eine trans-Konfiguration zwischen
den Kohlenstoffen 7 und 8, wohingegen C und D eine cis konfigurierte Bindung an

dieser Stelle aufweisen.
e Ausbeute: 73 mg (64 %)

e "TH-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 0,89 (6H, t, °/=6,6 Hz, (H-15&15")); 1,25 - 1,32
(56H, m, (H-13&14&13'&14")); 1,65 - 1,77 (4H, m, (H-4&12&12’)); 1,95 (0,27H, t,
3/=2,5 Hz, (H-1A&1CD)); 2,00 (0,63H, t, 3/=2,5 Hz, (H-1B&1D)); 2,21 (2H, m, (H-
3)); 2,29 (1,36H, t, 3/=7,7 Hz, (H-5)); 2,43 (4,2H, m, (H-5+11+11"); 2,53 (0,43H,
t, 3/=7,7 Hz, (H-5)); 5,13 (0,2H, d, 3/=7,7 Hz, (H-7B)); 5,68 (0,07H, d, 3/=7,3 Hz,
(H-7D)); 5,94 (0,15H, d, ?/=12,4 Hz, (H-7C)); 6,42 (0,5H, d; 3/ = 12,8, (H-7A)); 7,03
(0,07H, s, (H-9D)); 7,09 - 7,10 (0,77H, m, (H-8B&8D&9A)); 7,23 (0,17H, s, (H-9Q));
7,46- 7,53 (0,85H, m, (H-8A&8C&9B))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl5) [ppm] 14,1; 14,2; 14,3; 15,2; 17,9; 17,9; 18,0; 18,2;
18,7, 19,4; 20,4; 20,7, 22,1, 22,5; 22,6, 22,6, 22,7, 22,8; 22,8; 24,0; 24,6; 24,7, 24,7,
25,0; 25,3; 26,7, 26,9; 27,0; 27,4; 27,7, 27,7, 27,9; 28,0, 29,1; 29,2, 29,2; 29,2; 29,3;
29,4, 29,5; 29,6; 29,7; 29,7; 30,2; 30,3; 31,6; 31,8; 31,9; 33,7; 34,0; 34,0; 34,1; 34,1;
34,2; 34,4; 34,5; 34,7, 36,1; 41,3; 43,9; 60,1; 65,8; 68,3; 68,6; 68,7; 69,0; 83,7; 84,0;
84,1; 84,3; 104,8; 108,9; 109,1; 113,0; 117,9; 118,5; 120,1; 120,4; 132,7; 133,1;
133,3; 133,4; 134,7; 135,7; 136,5; 136,7; 170,1; 170,2; 170,2; 170,3; 170,3; 170,4;
170,7; 173,9
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6.7.22 5(6)-Tetramethylrhodamin-bisenolstearat (83)

6,7 mg 5(6)-Tetramethylrhodamin-azid 76 (13 mmol) und 11 mg des BES 69 (16,8 mmol)
wurden in 6 ml eines Tertiarbutanol-Wasser-Gemisches (2:1, v/v) gel6st und 25 pl
TBTA'®71 (50 mM in THF), 25 ul CuSO4 (50 mM) und 75 pl Natriumascorbatlosung (1 M)
zugegeben und anschlielend 48 h bei 40 °C gerihrt. Danach wurde die Reaktionsmi-
schung bist zur Trockne am Rotationsverdampfer eingeengt und der Rickstand mit
THF wieder geldst. Nach Zugabe von ca. 2 g Kieselgel wurde das THF ebenfalls mittels
Rotationsverdampfer entfernt. Das so adsorbierte Rohprodukt wurde auf eine Kie-
selgel adsorbiert und sdaulenchromatographisch aufgereinigt (Ethylacetat/ Methanol,
4:1).

e Ausbeute: ca. 2mg (0,01 %)

e MS (Direktinjektion, Esi pos.): m/z =1219 [M+Na]*, 1191 [M+Na-2(CH3)]*

Die Auswertung des Protonenresonanzspektrums des fluoreszenten Bis-enolsteara-
tes erbrachte leider keinen kompletten Nachweil3 der Struktur, da bei der geringen
Ausbeute und dem hohen molekularen Gewicht nur sehr kleine Signalintensitaten
vorhanden waren. Allerdings zeigt das LC-MS Spektrum ein neues Signal mit der

errechneten Masse des Produktes von 1219 amu ([M+H]").
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6.7.23 3-(Hydroxymethyl)but-2-en-1-ol (84)

5 OH

2

3
1 N

4 SOH

Die Synthese wurde in abgewandelter Weise nach Ishino etal.!"?3! durchgefiihrt.

590 mg 2-Butin-1,4-diol (6,85 mmol) wurden in 60 m| Diethylether bei 30°C geldst.
Nach vollstandiger Losung wurden langsam 27 ml Methylmagnesiumbromidlésung
(1M in Diethylether) hinzugetropft und die Suspension tuber Nacht bei Rickfluss ge-
rihrt. Zum Abbruch der Reaktion wurde die Suspension in 100 ml gesattigte Ammoni-
umchloridlésung geschittet. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wassrige
Phase dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde auf Kieselgel adsorbiert und saulen-
chromatographisch aufgereinigt (100 % DE — Ethylacetat/ Methanol, 99:1; R¢=0,13 in
DE).

e Ausbeute: 195mg (28 %)

e TH-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 1,70 (3H, s, (H-1)); 4,03 (2H, S, (H-5)); 4,21 (2H,
d, 3/=6,6 Hz, (H-4)); 5,66 (1H, tq, 3/;=6,6 Hz, 3/,=1,7 Hz, (H-3))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 13,7 (C-1); 58,9 (C-4); 67,7 (C-5); 123,6 (C-3);
138,3 (C-2)
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6.7.24 3-(Hydroxymethyl)but-1-enolacetat (87a) und
3-(Acetoxymethyl)but-1-en-1-ol (87b)

OH 7
5 5 OIS
: LT
1 X3 0 1 3
‘ OJé\? 4 >0OH
87a 87b

44 mg 84 wurden in 2,25 ml Vinylacetat und 2,25 ml Diisopropylether geldst. Nach
Zugabe von 30 mg A. niger lipase wurde die Suspension 22 h bei RT geruhrt. Anschlie-
Bend wurde die Suspension filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde saulenchromatographisch aufgereinigt
(PE/ DE 2:3; R¢=0,34 (a), R=0,25 (b) in PE/ DE 3:2).

e Ausbeute: 15 mg (24 %)
3-(Hydroxymethyl)but-1-enolacetat (87a)

e TH-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 1,73 (3H, s, (H-1)); 2,06 (3H, s, (H-7)) 4,05 (2H, s,
(H-5)); 4,65 (2H, d, 3/=7,2 Hz, (H-4)); 5,62 (1H, tq, 3/;=7,2 Hz, 3J,=1,1 Hz, (H-3))

e BC-NMR (150 MHz, CDCls) [ppm] 13,8 (C-1); 20,9 (C-7) 60,3 (C-4); 67.6 (C-5);
118,5 (C-3); 140,8 (C-2); 171,1 (C-6)

3-(Acetoxymethyl)but-1-en-1-ol (87b)

e TH-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm] 1,70 (3H, s, (H-1)); 2,08 (3H, s, (H-7)) 4,21 (2H, d,
3]=6,6 Hz, (H-4)); 4,48 (2H, s, (H-5)); 5,66 (1H, tq, 3/;=6,6 Hz, 3/,=1,1 Hz, (H-3))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 14 (C-1); 20,9 (C-7); 58,9 (C-4); 69 (C-5); 127,0
(C-3); 133,1 (C-2); 170,8 (C-6)
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6.7.25 3-(Acetoxymethinyl)-but-1-en-1-olacetat (88)

Die Synthese wurde in abgewandelter Weise nach WeiBflog!'? durchgefiihrt.

15mg der Monoester 87a & 87b wurden in 2,5 ml Dichlormethan gel6st und auf 0°C
gekuhlt. Nach Zugabe von 53 mg Dess-Martin-Periodinan wurde die Kuhlung entfernt.
Nach etwa 3 h konnte per DC kein Ausgangsstoff mehr detektiert werden und die Reak-
tionslésung wurde mit 10 ml Dichlormethan verdinnt und in einen Scheidetrichter mit
5ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung und 5 ml gesattigter Natriumthiosul-
fatlésung ca. 3 min geschuttelt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wassri-
ge Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem
Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung fur die
nachfolgende Synthese weiterverwendet.

Das Oxidationsprodukt wurde in einem Schlenkgefal3 in 5ml Triethylamin geldst
und 1 mg 4-DMAP sowie 0,75 ml Essigsaureanhydrid zugegeben. Nachdem das Reakti-
onsgemisch Gber Nacht bei 80 °C geruhrt wurde, wurde es auf RT abgekuhlt und 10 ml
gesattigte Natriumhydrogencarbonatldsung zugeben. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde saulenchro-
matographisch Aufgereinigt (PE/ DE, 25:1; R=0,89 in PE/ DE 2:1), um ein gelbes Ol der
vier méglichen E und Z Isomere mit einem Verhaltnis von 1:0,44:0,29:0,07 (A:B:C:D)
zu erhalten. Die Isomere A und B besitzen eine trans-Konfiguration zwischen den
Kohlenstoffen 3 und 4, wohingegen C und D eine cis konfigurierte Bindung an dieser

Stelle aufweisen.

e Ausbeute: 28 mg (45 %)
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e TH-NMR (400 MHz, CDCl3) [ppm] 1,77 (0,75H, s, (H-1B)); 1,82 (1,58H, s, (H-1A));
1,98 (0,13H, s, (H-1D)); 1,99 (0,44H, s, (H-1C)); 2,16 - 2,19 (6H, m, (H-7&7")); 5,20
(0,15H, d, 3/=7,3 Hz, (H-3Q)); 5,77 (0,04H, d, 3/=7,3 Hz, (H-3D)); 6,04 (0,52H, d,
J=12,44 Hz, (H-3A)); 6,56 (0,23H, d, 3/= 12,8 Hz, (H-3B)); 7,00 (0,23H, s, (H-5A&5B));
7,05 (0,23H, d, 3/=7,7 Hz, (H-4C&4D)); 7,2 (0,51H, s, (H-5A)); 7,36 - 7,4 (0,9H, m,
(H-4A&4B&5C))

e 3C-NMR (100 MHz, CDCl3) [ppm] 13,6; 14,4; 20,7; 20,8; 29,7; 30,3; 110,3; 110,7;
114,6; 114,9; 118; 132,4; 133,6; 134,6; 135,7; 135,9; 136,6; 167,4; 167,6; 167,9;
167,9

6.7.26 3-(Hydroxymethyl)-oct-2-en-1-ol (85)

Die Synthese wurde in abgewandelter Weise nach Ishino et al.!'®! durchgefiihrt.

1,97 g 1,4-Butindiol (22,9 mmol) wurden in 200 ml Diethylether bei 20 °C und unter
Ruhren geldst. Nach tropfenweiser Zugabe von 46 ml Pentylmagnesiumbromidlésung
(2M in DE) wurde die Suspension Uber Nacht bei Ruckfluss gerthrt. Danach wurde
die Reaktionsmischung in 200 ml gesattigte Ammoniumchloridlésung geschuttet. Die
organische Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit Diethylether
ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das so erhaltene

Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung benutzt (R¢=0,25 in DE).

e Ausbeute: quantitativ

e "H-NMR (600 MHz, CDCl5) [ppm]
0,86 (3H, t, 3/=6,6 Hz, (H-1)); 1,21 - 1,35 (6H, m, (H-2&38&4)); 2,03 (2H, 1, 3/=7,7 Hz,
(H-5)); 3,77 (2H, bs, (2x OH)); 3,98 (2H, s, (H-9)); 4,13 (2H, , %/=6,6 Hz, (H-8)); 5,58
(1H, 1, 3/=6,6 Hz, (H-7))
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e BC-NMR (150 MHz, CDCl5) [ppm] 13,9 (C-1); 22,4&28,5&31,8 (C-2&3&4); 28,1
(C-5); 58,4 (C-8); 65,5 (C-9); 123,6 (C-7); 142,1 (C-6)

6.7.27 3-(Hydroxymethyl)-oct-2-en-1-olacetat (86a) und
3-(Acetoxymethyl)-oct-2-en-1-ol (86b)

86a 86b

700 mg des Dialkohols 85 wurden in 20 ml Diisopropylether und 15 ml Vinylacetat
geldst. Nach Zugabe von 150mg A. niger lipase (236 U/mg, Sigma Aldrich) wurde
die Suspension 69 h bei RT gerthrt. AnschlieBend wurde die Suspension filtriert und
das Losungmittelgemisch unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatograpisch aufgereinigt (PE/ DE 3:2; R¢=0,29 (a), R=0,21 (b) in PE/ DE 2:3)

e Ausbeute: 367 mg (41 %)
3-(Hydroxymethyl)-oct-2-en-1-olacetat (86a)

e "H-NMR (600 MHz, CDCl5) [ppm] 0,86 (3H, t, 3/=7,2 Hz, (H-1)); 1,27 (4H, m, (H-
28&3)); 1,37 (2H, m, (H-4)); 2.03 (3H, s, (H-11)); 2,09 (2H, t, 3/=8 Hz, (H-5)); 4,06 (2H,
s, (H-9)); 4,62 (2H, d, 3/=6,6 Hz, (H-8)); 5,59 (1H, t, 3/=7,2 Hz, (H-7))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 13,9 (C-1); 20,9 (C-11); 22,4&31,7 (C-2&3); 28,2
(C-5); 28,4 (C-4); 60,7 (C-8); 65,8 (C-9); 118,5 (C-7); 145.3 (C-6)

3-(Acetoxymethyl)-oct-2-en-1-ol (86b)

e "H-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm]
pmr0,873t, 3/=7,2 Hz1; 1,27 (4H, m, (H-2&3)); 1,38 (2H, m, (H-4)); 2.06 - 2,08
(3H, s+t, (H-5&11)); 4,19 (2H, d, 3/=6,6 Hz, (H-8)); 4,50 (2H, s, (H-9)); 5,65 (1H, t,
3)=7,2 Hz, (H-7))
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e BC-NMR (150 MHz, CDCls) [ppm] 13,9 (C-1); 20,9 (C-11); 22,4&31,7 (C-2&3); 28,2
(C-4): 28,4 (C-5); 58,7 (C-9): 67,4 (C-8); 127.4 (C-7); 1374 (C-6)

6.7.28 3-(Acetoxymethin)oct-1-en-1-olacetat (89)

Die Synthese wurde in abgewandelter Weise nach WeiRflog!'? durchgefiihrt.

140 mg der Monoester 86a und 86b (0,7 mmol) wurden in 30 ml Dichlormethan
geldst, auf 0°C gekuhlt und 356 mg Dess-Martin-Periodinan (0,84 mmol) zugegeben.
Nachdem per Dunnschichtchromatographie kein Ausgangsstoff mehr nachgewiesen
werden konnte (2 h), wurde die Reaktionslésung in einen Scheidetrichter mit 15 ml
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und 15 ml gesattigter Natriumthiosulfat-
|6sung ca. 3 min geschuttelt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wassrige
Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem
Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung fur die
nachfolgende Synthese weiterverwendet.

Das Oxidationsprodukt wurde in einem Schlenkgefal® in 35 ml Triethylamin geldst
und 4 mg 4-DMAP sowie 3,5 ml Essigsaureanhydrid zugegeben. Nachdem das Reakti-
onsgemisch tiber Nacht bei 80 °C geriihrt wurde, wurde es auf RT abgekuhlt und 35 ml
gesattigte Natriumhydrogencarbonatlésung zugeben. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wassrige Phase dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Gber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde saulenchro-
matographisch aufgereinigt (PE/ DE, 6:1; R=0,53 in PE/ DE 4:1), um ein gelbes Ol der
vier moglichen E und Z Isomere mit einem Verhaltnis von 1:0,28:0,16:0,11 (A:B:C:D)

zu erhalten. Die Isomere A und B besitzen eine trans-Konfiguration zwischen den



156 Experimentalteil

Kohlenstoffen 7 und 8, wohingegen C und D eine cis konfigurierte Bindung an dieser

Stelle aufweisen.

e Ausbeute: 35%

e "H-NMR (600 MHz, CDCl3) [ppm]

0,87 3H, t, 3/=6,6 Hz, (H-1)); 1,29 (4H, m, (H-2&3)); 1,39 - 1,51 (2H, m, (H-4)); 2,10
- 2,39 (8H, m, (H-5&11&11%); 5,10 (0,09H, d, 3/=7,2 Hz, (H-7C)); 5,65 (0,06H, d,
3/=7,2 Hz, (H-7D)); 5,90 (0,16H, d, 3/=12,7 Hz, (H-7B)); 6,42 (0,57H, d, 3/=13,2 Hz,
(H-7A)); 6,96 (0,07H, s, (H-8C)); 7,01 - 7,04 (0,74H, m8A&IC&ID, (H-;)) 7,15 (0,16H,
s, (H-8B)); 7,37 - 7,44 (0,79H, m, (H-8D&9A&9B))

e 3C-NMR (150 MHz, CDCl3) [ppm] 13,9; 14,9; 14; 20,6; 20,7; 22,3; 22,3; 22,4; 22,5;
24,9; 27,5; 27,6; 27,9; 28,1, 28,86; 29; 31,2; 31,5; 31,5; 31,5; 31,6; 105,3; 109,2;
109,6; 113,3; 119; 119,7; 121,3; 121,6; 132,2; 132,5; 133,1; 133,2; 134,1; 135,5;
135,9; 136,5; 167,2; 167,3; 167,4; 167,6; 167,8
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