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Kapitel 1. Einleitung

1 Einleitung

Pflanzen haben eine grofe Bedeutung fiir den Menschen. Abgesehen von ihrer Nutzung
als Nahrung, Tierfutter und Rohstoff wurden sie schon in der Steinzeit [1] als Genuss-
und Heilmittel oder, aufgrund der Farbenvielfalt von Bliiten und Blattern, zur Zierde

verwendet.

Die Wirkung der Heilpflanzen beruht vor allem auf der Anwesenheit von Sekundirme-
taboliten, die in den Zellkompartimenten iiber unterschiedliche Biosynthesewege gebil-
det werden [2]. Obwohl die Anzahl der Edukte aus dem Primérstoffwechsel fiir diese
Synthesen sehr klein ist, herrscht eine grofe strukturelle Diversitit. Das Vorkommen

einzelner Verbindungen ist selten ubiquitér, sondern taxonomisch begrenzt.

Die Untersuchung von Struktur und Bioaktivitdt der Sekundarmetabolite stellt beson-
ders fiir die pharmazeutische Industrie und Medizin eine nahezu unerschopfliche Quelle
potentieller Wirkstoffe dar [3]. Weiterhin kénnen durch synthetische Modifikationen der
bekannten Verbindungen deren Eigenschaften manipuliert oder neue generiert werden.
Das Studium der Biosynthesewege gibt dabei Impulse fiir die Herstellung der gewiinsch-

ten Substanzen und liefert gleichzeitig Einblicke in Naturprozesse.

In den Wachstums- und Entwicklungsprozessen von Pflanzen spielen Sekundérmeta-
bolite kaum eine Rolle. Stattdessen {ibernehmen diese Verbindungen Funktionen in
okologischen Interaktionen, wie beispielsweise beim Anlocken von potentiellen Bestéu-
bern und Samenverteilern [4] oder in der Verteidigung gegen abiotischen und biotischen
Stress |5, 6]. Dazu gehoren unter anderem der Schutz gegen UV-B-Strahlung oder die
Abwehr von Frafsfeinden bzw. Pathogenen.

Die wichtigsten Substanzklassen der Sekundéarmetabolite sind Polyphenole, Terpene,
Fettsaurederivate und stickstoffhaltige Verbindungen [7]. Zu letzteren gehoren beispiels-

weise die Alkaloide, die héufig in der modernen Medizin Verwendung finden [8].

Das élteste von Menschen genutzte Alkaloidgemisch ist Opium. Es wird aus dem ge-
trockneten Milchsaft unreifer Samenkapseln des Schlafmohns (Papaver somniferum)
gewonnen und besteht zu bis zu 20 % aus Morphin [9]. 1925 wurde dessen vollstandige
Struktur von Sir Robert Robinson aufgeklart. Seine Arbeitsgruppe beschéftigte sich

aukerdem mit Zusammensetzung und Struktur von Bliitenfarbstoffen in verschiedenen
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Papaverarten, wobei der Fokus auf der Chemie von Anthocyanen lag [10]. Im Zuge
dieser Untersuchungen erfolgte ebenfalls die Analyse der Farbstoffe aus orangen, roten
und gelben Bliiten von Papaver nudicaule L. (P. nudicaule, umgangssprachlich Island-
mohn).

Der gelbe Farbstoff wurde 1939 Nudicaulin genannt und als Anthocyan deklariert [11].
Die Revision dieser Zuordnung folgte 1965, wobei der Farbstoff den Alkaloiden zugeteilt
wurde [12]. Erst 2006 konnte gezeigt werden, dass in gelben Bliiten von P. nudicau-
le insgesamt acht Nudicauline vorliegen [13|. Aus ihnen resultierten nach alkalischer
Hydrolyse zwei Diastereomere. Die Analyse der spektroskopischen und massenspek-
trometrischen Daten ergab einen ersten Strukturvorschlag. Dieser zeigte, dass die Nu-
dicauline eine aufergewthnliche Klasse von Indolalkaloiden darstellen, weil sie eine
polyphenolartige Teilstruktur aufweisen. Daraus folgte das Interesse an der Biosynthe-
se der neuartigen Substanzklasse, denn ein gemeinsames Produkt aus dem Indol- und
Polyphenolbiosyntheseweg war in der Literatur bisher nicht bekannt.

Die Untersuchung der Nudicaulinbiosynthese bietet die Moglichkeit, eine neue Biosyn-
theseroute aufzukldren sowie niitzliche Kenntnisse fiir den Einsatz in Forschung und

Pharmazie zu gewinnen.

In einer ersten Studie wurden intakte P. nudicaule Pflanzen einer *CO, angereicher-
ten Atmosphire ausgesetzt, um '*C-markierte Metabolite zu gewinnen. Mit diesen
Experimenten gelang auch der Nachweis, dass Intermediate des Indol- und des Fla-
vonoidbiosyntheseweges an der Nudicaulinbildung beteiligt sind [14]. Es war jedoch
keine Aussage dariiber moglich, welche Vorstufen und Enzyme dabei eine Rolle spielen
und wo bzw. wann die Biosynthese stattfindet. Welche 6kologische Bedeutung diesen
Substanzen zukommt, blieb ebenfalls ungeklart. Des Weiteren warf der Strukturvor-
schlag von 2006 einige Fragen beziiglich der Bindungen zwischen dem Indol- und dem
Polyphenolteil auf, so dass in der vorliegenden Arbeit zunéchst eine weiterfithrende

Strukturuntersuchung der Nudicauline aus gelben P. nudicaule Bliiten erfolgte.

An die Synthese von strukturell modifizierten Nudicaulinderivaten aus den zuvor iso-
lierten Diastercomeren schlossen sich umfangreiche Strukturanalysen an [15]. Die Auf-
klarung der absoluten Konfiguration der beiden Aglykone erfolgte hierbei mithilfe der
Circulardichroismusspektroskopie (CD). Auf Grundlage der gewonnenen Daten besté-

tigte sich unter anderem die Zusammensetzung des Molekiils aus einer Indol- und einer
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Polyphenoleinheit. Daraus leiteten sich die im Anschluss bearbeiteten Fragestellungen

ab:

Wo findet die Nudicaulinbildung statt?

Welche Metabolite sind an ihr beteiligt?

In welchem zeitlichen Rahmen verlduft die Nudicaulinbiosynthese?

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Biochemie von Bliitenfarbstoffen und

der Duftkomposition bei P. nudicaule?

Um zu untersuchen, in welchem Gewebe die Nudicaulinbiosynthese stattfindet und
welche Metaboliten daran beteiligt sind, wurden Fiitterungsexperimente (FE) mit 3C-
markierten potentiellen Vorstufen durchgefithrt. Mit Hilfe von Kernmagnetresonanz-
spektroskopie (NMR) und Massenspektrometrie (MS) konnte erfasst werden, ob und
in welchen Positionen ein *C-Einbau in die Zielmolekiile stattgefunden hatte.

Fiir die Analyse des zeitlichen Verlaufs des Bildungsprozesses fand eine Einteilung in
fiinf Entwicklungsstadien durch multivariat-statistische Auswertemethoden statt. Diese
Ergebnisse wurden zur Durchfithrung von Probennahmen fiir Proteom- und Transkrip-

tomstudien herangezogen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen Duft und Bliitenfarbe der weifs, gelb, orange und rot blithenden P. nudicau-
le Pflanzen. Dazu wurden Duftproben der verschiedenfarbigen Bliiten gesammelt und
mittels Gaschromatographie (GC) analysiert. Auferdem erfolgte die Aufnahme der
spektralen Reflexionsprofile aller vier Bliitenfarben und ein Vergleich mit dem Wahr-
nehmungsspektrum von Honigbienen, die potentielle Bestauber von P. nudicaule sind.
Es schlossen sich Lernexperimente mit Honigbienen an, um zu zeigen, welchen Einfluss
Farbe und Duft einer Bliite auf die Wahl der Bestduber haben. Daraus leitete sich
eine erste Aussage zur 6kologischen Bedeutung der Farben und Diifte bei P. nudicaule

ab.

In den folgenden Kapiteln werden zunéchst die theoretischen Grundlagen und das expe-
rimentelle Vorgehen erldutert. Daran schliefsen sich die Vorstellung und Diskussion der
Ergebnisse an. Auf die Zusammenfassung aller Resultate folgt weiterhin ein Ausblick

auf offene Fragestellungen.
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2 Grundlagen

2.1 P. nudicaule

Die Familie der Mohngewéchse (Papaveraceae) wird in drei Unterfamilien eingeteilt,
die etwa 50 Gattungen und 700 Arten umfassen [16]. Papaver L. gehort zu den Gat-
tungen des Tribus Papavereae aus der Unterfamilie Papaveroideae. Zu den etwa 120
Arten dieser Gattung zéhlt P. nudicaule. In &lteren Literaturstellen werden auferdem
die Bezeichnungen P. nudicaule Hort. non L. und Papaver croceum (Altaischer Mohn)
verwendet [17]|. Die angelséchsische Bezeichnung Iceland Poppy (Islandmohn) gilt als
irrefithrend, da auf Island ausschlieklich Papaver radicatum (Arktischer Mohn) natiir-
lich vorkommt [18, 19]. Diese Art ist auferdem in Norwegen, Lappland, Nordamerika
sowie in Nordsibirien beheimatet. Thre blass gelbe Bliitenfarbe wird im Gegensatz zu
P. nudicaule durch Gossypetinderivate verursacht (sieche Abbildung 2.1). Aufgrund der
Gemeinsamkeiten in Gestalt und Verbreitung kam es zur Verwechslung von P. nudi-
caule mit Papaver radicatum, so dass P. nudicaule im Sprachgebrauch als Islandmohn

bezeichnet wird.

HO

H R, Ry
Kampferol H H
OH o) Gossypetin OH OH

Abbildung 2.1: Aglykonstruktur von Gossypetin- und Kampferolderivaten

Das natiirliche Vorkommen der weifs bzw. gelb blithenden P. nudicaule Pflanzen be-
schriankte sich auf die Gebirgsregionen und Flussufer Nordostasiens bis zum Arktischen
Ozean [20]. Im 18. Jahrhundert wurden sie in Europa und China eingefiihrt und kulti-
viert [21]. Auch heutzutage ist P. nudicaule in Europa und Nordamerika als Zierpflanze
beliebt. Das grofe Spektrum an Blitenfarben entstand durch Ziichtung |20, 22|. Sowohl
Samenmischungen als auch Pflanzen werden im grofseren Mafistab im Gartenhandel

vertrieben [23, 24]. Im Gegensatz zur Nutzung als Zierpflanze kommen Extrakte aus
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Bliiten, Samenkapseln oder dem gesamten oberirdischen Teil in der traditionellen Me-
dizin Chinas, Pakistans und der Mongolei zur Anwendung [25-27|. Die Eigenschaften
der Arzneien reichen von husten- und schmerzstillend bis leicht sedierend. So existiert
beispielsweise ein Patent fiir die Gewinnung einer traditionellen mongolischen Medizin

zur Behandlung der chronischen Dickdarmentziindung Colitis ulcerosa [28|.

P. nudicaule ist eine aufrechte Staude, die im Garten iiber zwei Jahre kultiviert werden
kann [29]. Die Blétter sind blaugriin und fiederteilig. Die Bliiten verstromen einen
intensiven Duft und befinden sich einzeln an behaarten, blattlosen Trieben mit einer

Ho6he von bis zu 40 cm. Gartenpflanzen kénnen Temperaturen bis -15 °C iiberdauern.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden weifs, gelb, orange und rot blithende P. nudicaule
Kultivare im Gewichshaus des Max-Planck-Instituts fiir chemische Okologie herange-

zogen (siehe Abbildung 2.2). Die Bezugsquellen und die Rahmenbedingungen sind in

Abschnitt 3.1 zusammengefasst.

Abbildung 2.2: Die vier unterschiedlichen Bliitenfarben der untersuchten Kultivare
von P. nudicaule

2.2 Blitenfarbstoffe in Pflanzen

2.2.1 Allgemeine Aspekte

Die meisten Bliiten- und Fruchtfarbstoffe gehoren entweder der Substanzklasse der
Carotenoide, der Flavonoide oder der Betalaine an [30]. Die Flavonoide werden unter
anderem in Anthocyane, Flavone und Flavonole unterschieden. Fiir jede Verbindungs-

klasse ist in Abbildung 2.3 ein Beispiel aufgefiihrt.
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OH OH
HO
I g N N S T 2 e

HO

A - Lutein (Carotenoid) N

oH |
®

o I |

(L e

o HOOC N COOH
B - Pelargonidin (Flavonoid) C - Miraxanthin-V (Betalain)

Abbildung 2.3: Strukturbeispiele fiir die haufigsten Bliitenfarbstoftfklassen: Lutein
(Carotenoid), Pelargonidin (Flavonoid) und Miraxanthin V (Betalain)

Farbstoffe nehmen unter anderem eine grofe ¢kologische Rolle ein, da sie die Attrak-
tivitdt von Bliiten und Friichten fiir Tiere erh6hen, um die Bestdubung bzw. Samen-
verteilung sicherzustellen [4], sieche dazu auch Abschnitt 2.2.3. Auferdem sind sie Teil
der Reaktion auf biotischen und abiotischen Stress [5, 6] und wirken beispielsweise als

Schutz gegen UV-B-Strahlung und Oxidation.

Die Carotenoide sind fiir den menschlichen Organismus essentiell, da sie eine Vorstufe
zum Vitamin A darstellen [31]. Betalaine und Anthocyane werden auf ihre Wirkung
beispielsweise bei der Krebsbehandlung und als Antioxidanzien gegen freie Radikale im
Blut untersucht [6]. Eine Ubersicht zu den Hauptmerkmalen der hiufigsten Substanz-
klassen und ihrer Verteilung gibt Tabelle 2.1.

2.2.2 Anthocyane

Von den genannten Substanzklassen weisen die Anthocyane aus der Gruppe der Flavo-
noide die grofste Farbvielfalt auf [32]. Thr Spektrum reicht von lachsfarben, pink, schar-
lachrot, magenta, violett bis hin zu dunkelblau. Sie leiten sich von den glycosylierten
Polyhydroxy- oder Polymethoxyderivaten des 2-Phenylbenzopyriliums (Flavyliumsalz)
ab [30]. Des Weiteren konnen die Zuckereinheiten aromatisch oder aliphatisch acety-
liert vorliegen. Beispiele fiir Substituenten sind Hydroxyzimt-, Hydroxybenzoe- sowie

Dicarbonséuren, hierbei insbesondere Malonséaure.
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Tabelle 2.1: Hauptmerkmale, Verteilung und Beispiele der haufigsten Farbstoftklassen

Carotenoide Betalaine Flavonoide
Vorkommen ubiquitar in Chemopodimiae Gefafspflanzen
Pflanzen + Basidiomycetes
Pflanzen- Bliite, Frucht, Blatt, Bliite, Blatt, Bliite, Frucht, Blatt,
kompartiment selten Wurzel Frucht, Wurzel Sprossachse,
Keimling, Samen
Zellorgan Plastid Vakuole (pH 3-6) | Vakuole (pH 3-6)
Bliitenfarben blass gelb bis rot gelb orange bis blau
(Betaxanthine), (Anthocyane),
rot bis violett farblos bis blass gelb
(Betacyane) (Flavonole/Flavone)
Loslichkeit lipophil hydrophil hydrophil
Ausgangsstoff | Isopentyldiphosphat Tyrosin Phenylalanin
(Biosynthese)
Stabilitat stabil gegeniiber hitze- und pH-Wert abhéngig
Hitze und pH-Wert- | lichtempfindlich
Anderungen,
lichtempfindlich
Funktion essentiell fiir UV-B-Schutz, UV-B-Schutz,
Pflanzen, Tiere und Antioxidant Antioxidant
Menschen

Die Aglykone, d.h. die Grundstrukturen ohne Substituenten, werden als Anthocyanidi-

ne bezeichnet. Zu den drei hdufigsten zidhlen Pelargonidin (orange-rot bis scharlachrot),

Cyanidin (karminrot bis magenta) und Delphinidin (malvenfarbig bis blau) [33]. In Ab-

bildung 2.4 sind ihre Strukturen dargestellt. Nur in seltenen Féllen treten verschiedene

Anthocyane nebeneinander im selben Gewebe auf [33].

OH

Ry
R,
OH Pelargonidin H
Cyanidin OH
Delphinidin  OH

OITIT O

H

Abbildung 2.4: Aglykonstrukturen der haufigsten Anthocyane

Die Anthocyane sind aufgrund ihrer Glycosylierungen hydrophil und werden in den




Kapitel 2. Grundlagen

Vakuolen gespeichert [4]. Dabei hingt ihre Struktur stark vom pH-Wert ab. Im sauren
Milieu liegen das Flavyliumkation, die chinoiden Anhydrobasen und die Carbinolpseu-
dobasen im Gleichgewicht vor [32]. Je nach Struktur bildet sich im alkalischen Milieu
das korrespondierende Chalkon. In Abbildung 2.5 ist die Abhéngigkeit der Anthocya-
nidinstruktur vom pH-Wert dargestellt.

OR, OR,
R,,=H, OH

OH OH OH
chinoide Flavyliumkation (rot) Carbinolpseudo- Chalkon (gelblich)
Anhydrobase (blau) base (farblos)

Abbildung 2.5: Abhéngigkeit der Anthocyanidinstruktur vom pH-Wert nach [34]

Der pH-Wert der Vakuole liegt meist zwischen 3 und 6. Daraus folgte, dass die Agly-
kone nicht allein fiir das grofse Farbspektrum verantwortlich sein kénnen. Die intensi-
ven Farben werden durch unterschiedliche Mechanismen stabilisiert [30]. Dazu gehoren
inter- und intramolekulare Wechselwirkungen mit farblosen oder nur schwachfarbigen
Verbindungen (engl. Co-pigments), wie zum Beispiel Flavonen und/ oder Flavonolen.
Glycosylierungen oder Methylierungen des Aglykones tragen ebenfalls zur Stabilitét
des Chromophores bei. Auferdem tritt vor allem bei den Blauténen haufig eine Che-

latbildung mit Metallionen (zum Beispiel Mg®", Fe?", Fe’" oder AI*") auf.

2.2.3 Okologische Bedeutung von Duft und Bliitenfarbe fiir

Pflanzen

Okologische Interaktionen zwischen Pflanzen und Tieren sind sehr vielfiltig. Eine be-
sondere Rolle kommt dabei einer Vielzahl fliichtiger Verbindungen zu, die als Bliiten-
duft in unterschiedlicher Konzentration auftreten und hauptséchlich aus dem Shikimi-
sdure- bzw. Phenylpropanoid-, Terpen- oder Fettsdurebiosyntheseweg stammen [35].
Diese Metabolite dienen der Pflanze zur Kommunikation mit ihrer unmittelbaren Um-
gebung. Dazu zéhlen beispielsweise das Anlocken von potentiellen Bestdubern (Polli-

natoren) oder von Feinden der Herbivore, die die Pflanze befallen haben [36, 37].

Der Duft kann dabei aus verschiedenen Teilen der Bliite verstromt werden, insbesondere
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die Pollen und die Epidermiszellen der Kronblétter sind hier zu nennen [38|. Im Pollen-
und Gesamtduft des Klatschmohns (Papaver rhoeas) bestehen beispielsweise nur Ab-
weichungen in den relativen Mengen der einzelnen Komponenten [39]. In Trollblumen
(Trollius europaeus) sind auch Sekret bildende Driisen an der Duftemission beteiligt.
Es existieren Hinweise darauf, dass die Bildung von fliichtigen Verbindungen iiber den
Phenylpropanoidbiosyntheseweg sogar in Mesophyllzellen von Petunienbliiten stattfin-
den kann [40]. Dabei miissen bisher unbekannte Transportmechanismen beteiligt sein,

da die Emission des Dufts iiber die Epidermiszellen erfolgt.

Um die Samenproduktion blithender Pflanzen zu gewéhrleisten, sind Fremd- bzw.
Selbstbestaubung die einzigen Moglichkeiten. Erstere erfolgt hauptséchlich durch In-
sekten bzw. Tiere, die zunéchst angelockt werden miissen. Zu den vielfaltigen Polli-
natoren zahlen beispielsweise Ameisen, Kéfer, Fliegen, Bienen, Hummeln oder Vogel.
Dabei spielen die Bliitenmerkmale Form, Farbe, Duft, Orientierung der Bliiten6ffnung
und die Verfligharkeit von Nektar eine ausschlaggebende Rolle [41]. Diese Charakteris-
tiken nehmen, ebenso wie die geografische Lage des Habitats, Einfluss darauf, welche
Bestauber die Bliite aufsuchen. So gehéren Hummeln und Fliegen zu den haufigsten
Pollinatoren in arktischen Regionen [42]. Die Féhigkeit zwischen Bliiten verschiedener
Pflanzen zu wéhlen, ist den Bestdubern zum Teil angeboren, kann aber auch erlernt

werden.

Schon Mitte des 19. Jahrhunderts wurde diskutiert, dass zwischen Bliiteneigenschaf-
ten und den héufigsten Bestdubern eine Beziehung besteht [43]. Beispielsweise treten
vorrangig duftlose, rote Bliiten mit grofsen Mengen an verdiinntem Nektar auf, wenn
die Bestdaubung durch Vogel erfolgt [41]. An anderer Stelle wurde darauf hingewiesen,
dass die Bliitenduftevolution aufgrund von Anderungen im Bestduberverhalten, also
durch Selektionsdruck, aufgetreten sein konnte [44]. In dieser Studie erfolgte die Un-
tersuchung der Duftkompositionen von fiinf Wildtyppopulationen der Gewohnlichen
Nachtviole (Hesperis matronalis). Innerhalb einer Population traten kaum Unterschie-
de im Duftprofil und in den Emmissionsraten bei der gleichen Bliitenfarbe auf, jedoch
zwischen den Populationen. Dafiir konnten beispielsweise Umweltfaktoren und Unter-

schiede in der Genetik der Populationen mitverantwortlich sein.

Loéwenméulchen (Antirrhinum) emittieren tagesperiodisch verschiedene Mengen Me-
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thylbenzoat [45]. Am Tag ist der Anteil um das Vierfache hoher, genau zu der Zeit, in
der ihre Bestduber (Bienen) fliegen. Im Gegensatz dazu tritt im Duftprofil von Petuni-
en (Petunia cv Mitchell) und Tabakpflanzen (Nicotiana suaveolens) das Maximum der
Methylbenzoatkonzentration in der Nacht auf. Dieser Befund passt zeitlich mit dem
Flug ihrer nachtaktiven Pollinatoren (Motten) zusammen. Nach der Bestdubung fallt

der Anteil an Methylbenzoat im Duft von Léwenmé&ulchen und Petunien innerhalb von

30 bzw. 40 Stunden um 70 bis 75 % [46].

Bliitenfarbe und Duft gelten als essentiell fiir das Anlocken von Pollinatoren und da-
mit fiir den Fortpflanzungserfolg einer Art [47]. Aus diesem Grund wére es vom evo-
lutiondren Standpunkt her moglich, dass ein Zusammenhang zwischen den Biosyn-
thesewegen besteht, die zur Bildung der Duft- bzw. Farbmetabolite fithren. Fiir diese
Uberlegung sprechen auch die Ergebnisse folgender Studien.

1994 fiel bei der Untersuchung einiger nahverwandter Theophrastaceae auf, dass der
Duft oranger Bliiten von Jacquinia macrocarpa und Jacquinia sprucei Degradierungs-
produkte von Carotenoiden enthielt [48]. Da letztere die orange Bliitenfarbe erzeugen,
wurde vermutet, dass sie wiahrend der Bliite abgebaut und ihre Abbauprodukte emit-
tiert werden. Damit bestand ein Hinweis auf den Zusammenhang zwischen Duftkom-

position und Bliitenfarbstoffen.

Eine weitere Studie an Petunien, in die ein Transkriptionsfaktor von Arabidopsis tha-
liana zur Produktion von Anthocyanen eingefiihrt wurde, zeigte, dass neben der An-
thocyankonzentration auch der Anteil an fliichtigen Verbindungen aus dem Phenyl-
propanoidstoffwechsel um das Zehnfache anstieg [35]. In diesem Zusammenhang wurde
diskutiert, dass durch die mogliche Verbindung zwischen Produktion des Bouquets und
der Bliitenfarbe bei Blockierung eines Biosynthesezweiges der jeweils andere verstarkt
werden konnte. Diese Theorie unterstiitzen die Ergebnisse einer Untersuchung an wei-
fen und violetten Orchideen ( Orchis mascula, Orchis simia) [43]. Es stellte sich heraus,
dass weifse Bliiten fliichtige Verbindungen des Shikimisdurebiosynthesewegs emittieren,
die im Duft der violetten Bliiten fehlen, da sie zur Bildung der farbgebenden Anthocya-
ne verwendet werden. Weifs blithende Pflanzen wiesen aufserdem einen héheren Anteilen

an Terpenen und Fettsdurederivaten im Bouquet auf.

In einer Studie an roten Landnelken (Dianthus caryophyllus) wurde ein Gen ausge-
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schaltet, das ein Enzym der Anthocyanbiosynthese codiert [47]. Das Resultat waren
blasse bzw. farblose Bliiten, die einen intensiven Duft verstromten. Der Anteil an Me-
taboliten des Phenylpropanoidweges (zum Beispiel Methylbenzoat, 2-Hydroxymethyl-
benzoat) war im Duft gegeniiber der Kontrolle fiinf- bis siebenfach héher. Im Gegen-
satz dazu ergaben sich fiir die Konzentration des ebenfalls auftretenden Sesquiterpens

-Caryophyllen keine Anderungen im Vergleich zur Kontrolle.

Abgesehen von den aufgefiihrten Beispielen wurde diskutiert, dass die Hypothese einer
gemeinsamen Biochemie von Duft und Bliitenfarbe nicht allein die Variation innerhalb
der Duftphénotypen erklart [44]. Denn eine gemeinsame Biochemie zwischen Duft-
und Farbproduktion limitiere die Variationsmoglichkeiten der Duftphénotypen stark.
Damit ist der Forschungsbedarf zu diesem Thema sehr grofs. Es ist davon auszuge-
hen, dass viele weitere Untersuchungen folgen werden, denn beispielsweise hegen die
Agrarwirtschaft und die Floristikindustrie ein besonders 6konomisches Interesse an der
Duftmanipulation (engl. scent engineering) durch molekularbiologische Methoden [49].
Dabei steht das Ziel im Vordergrund, die Ernteausbeute und Qualitéit der Kulturpflan-
zen sowie die Asthetik der Zierpflanzen und Schnittblumen zu gewihrleisten bzw. zu

verbessern.

Die Bouquets der in dieser Arbeit untersuchten vier P. nudicaule Kultivare unter-
scheiden sich so stark voneinander, dass es sogar der wenig empfindliche menschliche
Geruchssinn wahrnehmen kann. Damit gab es einen ersten Hinweis auf einen Zusam-
menhang zwischen Duft und Bliitenfarbe, dem in der Arbeit nachgegangen wurde. Das
experimentelle Vorgehen der sich anschlieffenden Untersuchungen und ihre Ergebnisse

werden in Abschnitt 3.3.4 bzw. 4.4 erlautert.

2.2.4 Farbstoffe in P. nudicaule Bliiten

Die P. nudicaule Bliiten wurden seit 1931 auf Anthocyane untersucht, wobei insbeson-
dere das Auftreten von Pelargonidinderivaten in den roten und orangen Varietédten im

Mittelpunkt stand [50-52].

Der wasserlosliche Farbstoff aus den gelben P. nudicaule Petalen wurde 1939 erstmals

isoliert und Nudicaulin genannt [11]. Die sich anschliefende Strukturuntersuchung liefs

11



Kapitel 2. Grundlagen

auf ein stickstoffhaltiges Flavyliumkation mit einem 4-Hydroxyphenylring und zwei
Glucoseeinheiten schlieffen. Weiterhin wurde beschrieben, dass die Bliitenblétter in
den geschlossenen Knospen rot sind und diese Farbe durch ein Pelargonidinderivat
verursacht wird. Dieselben Autoren wiesen Nudicaulin auch in Bliiten von Meconopsis

cambrica (Pyrenden-Scheinmohn) nach.

1962 erfolgte die Analyse der Farbstoffe in Staubblédttern, Bliitenblattbasis und Blii-
tenblatt von 21 Papaverarten in einer chemotaxonomischen Untersuchung [53]. Im Fal-
le von P. nudicaule konnten Pelargonidinderivate ausschlieflich in den roten Bliiten
nachgewiesen werden. Dafiir wurde ein gelber Farbstoff, der laut der Autoren kein An-
thocyan war, sowohl in den Bléttern als auch in den Staubbléttern aller Farben (weif,
gelb, orange, blass- und dunkelrot) isoliert. Es erfolgte jedoch keine ndhere Bezeichnung
oder Charakterisierung, obwohl es sich zumindest zum Teil um Nudicaulin gehandelt

haben konnte.

Die Vermutung, dass Nudicaulin aus gelben P. nudicaule zu den Flavonoiden gehdren
konnte, widerlegte Jeffrey Harborne 1965 [12]. In dieser Studie wurde der gewonnene
Farbstoff einer sauren Hydrolyse unterzogen, bei der die Abspaltung einer Glucoseein-
heit auftrat. In einem zweiten Experiment erfolgte durch enzymatische Hydrolyse die
Abtrennung von zwei Glucoseeinheiten. Daher wurde auf ein Triglucosid geschlossen.
Die spektralen Eigenschaften des Chromophores verdnderten sich durch die Hydrolyse-
untersuchungen nicht. Nudicaulin zeigte bei 258 nm und 467 nm maximale Absorption
sowie eine lokales Maximum bei 330 nm. Aus der Wasserloslichkeit, den chemischen
Eigenschaften und den spektralen Daten resultierte, dass es sich bei diesem Farbstoff
weder um ein Flavonoid, ein Carotenoid noch um ein Betaxanthin handeln konnte.
Harborne ordnete Nudicaulin abschliekend den Alkaloiden zu. Aus der Papierchroma-
tografie des Bliitenextrakts ergab sich weiterhin, dass noch ein zweiter gelber Farbstoff
auftrat. Er wurde als Quercetagetin-7- O-f3-glucosid identifiziert, jedoch 1969 von Har-
borne zu Gossypetin-7- O-3-glucosid revidiert [54].

Im selben Jahr wies eine andere Publikation darauf hin, dass es sich bei Nudicaulin
um mehrere Substanzen mit sehr dhnlichen Strukturen handeln kénnte [16]. Nudicau-
lin war bei der Farbstoffuntersuchung weiterer Papaverarten aufgetreten, insbesonde-

re zusammen mit Pelargonidin-3-sophorosid-7-glucosid in den orangen P. nudicaule

12
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Kronblattern. In einer weiteren Arbeit wurde Nudicaulin auch in den Staubbldttern
von verschiedenen Papaverarten nachgewiesen, ohne dass iiber die Struktur N&aheres
bekannt war [55]. Andere gelb blithende Papaverarten enthalten im Gegensatz dazu

Carotenoide als farbgebende Substanzen.

Im Jahr 1981 wurde Pelargonidin-3-malonylsophorosid als einziges Pelargonidinderivat,
abgesehen vom Degenerationsprodukt Pelargonidin-3-sophorosid, in roten P. nudicau-
le Bliiten nachgewiesen. Dieser Befund verdeutlicht, wie instabil die Anthocyane sind
und welche entscheidende Rolle die Extraktionsmethode spielt [56]. Unter Berticksich-
tigung der Datenlage von 1969 ist davon auszugehen, dass Pelargonidin-3-sophorosid-
7-glucosid mit mindestens einer Malonyleinheit in roten Bliiten von P. nudicaule vor-
kommt und dass bei saurer Extraktion (pH-Wert <3) der Verlust einer Glucose auftre-

ten kann.

In Tabelle 2.2 ist das Vorkommen der verschiedenen Inhaltsstoffe in den vier hier unter-
suchten P. nudicaule Kultivaren zusammengefasst. Thre Strukturen sind im Anhang A

aufgefiihrt.

Tabelle 2.2: Inhaltsstoffe in offenen P. nudicaule Bliiten nach 57|, Aufschliisselung der
Strukturen im Anhang A

Derivate weils gelb orange rot
Kémpferol 1-7 1-7 1-7 1-7
Gossypetin A A A A
Nudicaulin - [-VIII I-VIII -
Pelargonidin - - 8-10 8 & 11-12

Abgesehen von den Bliitenfarbstoffen wurden auch die Alkaloide in den gesamten Pflan-
zen vieler Papaverarten untersucht. Zu diesem Thema empfiehlt sich folgende weiter-

fithrende Literatur: [58-60].

2.2.5 Studien zu Nudicaulin aus P. nudicaule

Erst im Jahr 2006 wurde gezeigt, dass in gelben P. nudicaule Bliiten insgesamt acht
Nudicauline auftreten [13]. An ihre Isolation mittels Hochleistungsfliissigkeitschroma-

tografie (engl. high performance liquid chromatography, HPLC) schlossen sich NMR-
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und MS-Analysen an. Es konnte bestétigt werden, dass jedes Nudicaulin drei Glu-
coseeinheiten besaf. Die Zahl von acht Nudicaulinen resultierte aus dem Auftreten
von Diastereomeren mit unterschiedlichen Malonylierungspositionen und -graden an
den Glucoseeinheiten A und C. Aus Verseifungsreaktionen wurden schlieflich zwei
Diastereomere ohne Malonséduresubstituenten gewonnen. Als Aglykonstruktur wur-
de 19-(4-Hydroxyphenyl)-10 H-1,10-ethenochromeno|2,3-b|indol-8,8,18-triol vorgeschla-
gen, siche Abbildung 2.6.

GIcO 5 o)
Gic C 16
/O 18
Glc A GI¢
Glc B Glc
OH

Abbildung 2.6: Strukturvorschlag fiir das Nudicaulinaglykon nach [13]

Die Diastereomere waren im Ring a an Position C-6 mit Glucose und an Position
C-18 mit Sophorose O-glycolisiert. Dasselbe Substitutionsmuster wiesen die ebenfalls

isolierten sieben Kadmpferolderivate und ein Gossypetinderivat auf.

Damit wurden erstmals Indolalkaloide publiziert, die eine flavonoidahnliche Teilstruk-
tur aufwiesen und deren Biosynthese, einschliefslich der daran beteiligten Enzyme, un-
bekannt war. Aus der Molekiilzusammensetzung leitete sich die Hypothese ab, dass In-
termediate aus den voneinander unabhéngigen Biosyntheserouten der Flavonoid- und
Indolbildung beteiligt sind. Dazu wurde eine erste Untersuchung mit Hilfe von **CO,-
Experimenten an ganzen Pflanzen durchgefiihrt [14]. Thre Ergebnisse und die daraus

abgeleitete Hypothese zur Nudicaulinbiosynthese werden in Abschnitt 2.4 vorgestellt.

Die acht Nudicauline wurden ebenfalls in den orangen Bliiten von P. nudicaule sowie
in gelb und orange blithenden Papaver alpinum nachgewiesen [57|. In gelben Meco-

nopsis cambrica Kronblattern traten die beiden Nudicaulindiastereomere sowohl ohne

14
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Glucosesubstituenten als auch mit Malonsdure bzw. 3-Hydroxy-3-methyl-glutarsiure

an Glucose C substituiert, auf.

Jedoch bestanden Zweifel am Strukturvorschlag von 2006, da die Aglykone durch die
Verzerrung des stickstoffhaltigen Sechsrings e sehr unter Spannung stehen mussten.
Auferdem passte das UV-Spektrum mit dem Maximum bei 460 nm nicht zum unvoll-

standig konjugierten System des Chromophors.

Die Zweifel am vorgeschlagenen Aufbau der Nudicauline und der unbekannte Bio-
syntheseweg bilden die Ausgangspunkte der vorliegenden Arbeit. Zunéchst wurde die
Struktur der beiden Diastereomere durch Derivatisierung und sich anschlieffenden

NMR-, MS-, Circulardichroismusspektroskopiemessungen sowie quantenmechanischen
Berechnungen detailliert analysiert. Danach erfolgte die Untersuchung der ungewohn-
lichen Biosynthese einerseits durch Fiitterungsexperimente mit '*C-markierten Vor-
stufen und andererseits wiahrend der Bliitenentwicklung. Dazu war beispielsweise die
Einteilung in Entwicklungsstadien notwendig. Zusétzlich erfolgten erste Schritte zur
Aufkldrung der an der Nudicaulinbiosynthese beteiligten Enzyme und ihrer komple-

mentaren DNA.

Im Folgenden wird zunéchst auf weitere Nudicauline hingewiesen, die in der Literatur
auftreten, bevor ein Uberblick zu den allgemeinen Methoden der Biosyntheseaufklirung
gegeben und im Anschluss der Hintergrund der Nudicaulinbildung vorgestellt wird. Den
Ausgangspunkt bildet die *CO,-Studie [14], aus deren Hypothese die Substrate der
durchgefiihrten Fiitterungsexperimente resultierten. In den Kapiteln 3 und 4 stehen

das experimentelle Vorgehen und die Ergebnisse dieser Analysen im Mittelpunkt.

2.2.6 Weitere Nudicauline in der Literatur

Der Name Nudicaulin wird in der Literatur auch fiir andere aus Pflanzen extrahierte
Verbindungen verwendet. Diese stammen aus Launaea nudicaulis und einigen Delphini-
umarten. Aus der erstgenannten Pflanze wurden zwei Triterpene (siehe Abbildung 2.7)

isoliert und Nudicaulin A und B genannt [61].

Ein aus Delphiniumarten gewonnenes norditerpenoides Alkaloid erhielt den Namen

Nudicauline [62]. Die Struktur ist in Abbildung 2.8 dargestellt.
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R
Nudicaulin A H “un,,,
Nudicaulin B Ac

Abbildung 2.8: Nudicauline aus Delphinium

Es existiert weiterhin ein Nudicaulin, das tatséchlich aus P. nudicaule bzw. seiner Va-
rietdt P. nudicaule chinense stammt [63|. Es gibt Hinweise darauf, dass es fiir die
Bioaktivitdt der Ausziige aus dem oberirdischen Material der Pflanzen verantwortlich
ist. Die Rohextrakte kommen in der traditionellen chinesischen Medizin bei Erkal-
tungssymptomen, wie zum Beispiel Husten, zum Einsatz [25|. In Abbildung 2.9 ist die

Struktur dieses Nudicaulins gezeigt.

Da in keinem der genannten Félle ein Zusammenhang zum Bliitenfarbstoff der gel-
ben P. nudicaule Bliiten besteht, soll hier nur auf die Namensgleichheit hingewiesen

werden.

Abbildung 2.9: Nudicaulin aus P. nudicaule var. chinense
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2.3 Ansatze zur Biosyntheseaufklarung

2.3.1 Biosynthesenetzwerk

Das Netzwerk der Biosynthesen einer Zelle wird durch mehrere, voneinander abhangi-
ge Ebenen geprigt. Im Genom erfolgt die Speicherung der Informationen zur Bildung
von Proteinen und Ribonukleinsduren (RNA) auf verschiedenen Genen durch Desoxy-
ribonukleinséduren (DNA) [64]. Die Differenzierung und die Funktionen in einer Zelle
sind dabei mafgeblich von der Expression verschiedener Gene abhéingig. Um die Bau-
pliane fiir Proteine abzurufen, wird der korrespondierende DNA-Abschnitt zunéichst
auf messenger-RNAs (m-RNAs) iibertragen. Dieser Vorgang wird als Transkription
bezeichnet, wobei die Gesamtheit aller zu einem Zeitpunkt vorliegenden m-RNAs das
sogenannte Transkriptom bilden. Im néchsten Schritt erfolgt das Ablesen der In-
formation von den m-RNAs und die Rekonstruktion des entsprechenden Proteins mit
Hilfe von transfer-RNAs (t-RNAs) und ribosomalen-RNAs (r-RNAs). Es stehen Me-
thoden zur Verfiigung, um das Transkriptom zu analysieren und somit Riickschliisse

auf exprimierte Gene sowie die codierten Proteine zu ziehen.

Unter dem Begriff Proteom werden alle Proteine einer Zelle zu einem bestimmten
Zeitpunkt zusammengefasst |65, 66]. Sie konnen extrahiert und im Anschluss identifi-
ziert werden. Eine besondere Rolle innerhalb der Proteine kommt dabei den Enzymen
zu [8]. Sie katalysieren chemische Reaktionen und nehmen so Einfluss auf die Vielfalt
an Metaboliten, die in der Zelle auftreten, verstoffwechselt oder akkumuliert werden.
Es wird zwischen membrangebundenen und im Zellkompartimentmedium gel6sten En-
zymen unterschieden. Dabei treten auch Gruppierungen von kooperierende Enzymen
in makromolekularen Komplexen (engl. metabolon) auf, in denen zumindest teilweise
Bindungen zu Strukturelementen der Zelle bestehen [67]. Der Vorteil dieser Verbande
liegt darin, dass ein direkter Transfer (engl. channeling) eines Intermediates in ho-
her lokaler Konzentration zum néchsten Enzym gewéhrleistet werden kann, ohne dass
Verluste durch Diffusion im Zellmedium auftreten. Der gesonderte Transport von to-
xischen bzw. reaktiven Intermediaten stellt auferdem einen Schutzmechanismus dar.
Zudem bietet das Channeling eine Moglichkeit zur Koordination der Biosyntheseakti-

vitéit sowie zur Regulation der Konkurrenz um ein Substrat zwischen unterschiedlichen
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Biosyntheserouten. Insbesondere die Synthese und Akkumulation der Sekundarmetabo-
lite wird rdumlich und zeitlich durch Regulierungsproteine (engl. transcription factors)

kontrolliert [7].

Um die Biosynthese eines Metaboliten in einer Pflanze zu untersuchen, existieren drei
generelle Strategien. Dazu zdhlen Fiitterungsexperimente mit isotopenmarkierten Ver-
bindungen (A), Enzymassays mit Enzymen aus Wirtsorganismen oder dem Unter-
suchungsobjekt (B) sowie die Untersuchung des Metabolitennetzwerks von genetisch
modifizierten Pflanzenlinien (C). Welche davon gewéhlt wird, hingt mafgeblich vom
Umfang der Vorkenntnisse zur gestellten Problematik und den zur Verfiigung stehenden

Analysemethoden ab.

2.3.2 Ansatz A - Fiitterungsexperimente

Seit den Dreifsigerjahren des 20. Jahrhunderts kommen Verbindungen mit radioakti-
ven oder stabilen Isotopen zur Aufklarung von Synthesen bzw. Biosyntheserouten in
Organismen zum Einsatz [68]. Zu den friithesten Ergebnissen der sogenannten Fiitte-
rungsexperimente zahlen beispielsweise die Aufklarung der Kohlenstoffdioxidfixierung
durch Photosynthese und die Anwendung des radioaktiven Isotops 31 zur Untersu-
chung der Schilddriisenfunktion. Zwischen 1970 und 1990 konnten mithilfe der '3C-
NMR-Spektroskopie unter anderem die Biosynthesen von Polyketiden und Terpenen

erforscht werden.

Fiitterungsexperimente kommen zum Einsatz, wenn weder Kandidaten fiir die an der
Reaktion beteiligten Vorstufen oder Enzyme noch die fiir sie codierenden Gene be-
kannt sind. In diesem Fall dient eine Hypothese zur Biosynthese und den dazugeho-
rigen Ausgangsstoffen als Startpunkt. Dabei ist zu beachten, dass die zur Verfiigung
gestellten Vorstufen fiir das biologische System bioverfiigbar sein miissen. Loslichkeit
und Transportfahigkeit der Substrate spielen eine entscheidende Rolle, ebenso wie die
Eigenschaften des Gewebes, in dem die Biosynthese stattfindet. Aufserdem miissen die
beteiligten Enzyme zugénglich und aktiviert vorliegen. Bei der Wahl der Markierung
stehen radioaktive und stabile Isotope zur Verfiigung. Die gewiinschten isotopenmar-
kierten Verbindungen bzw. ihre Vorstufen miissen dabei kommerziell erhéltlich sein.

Aufterdem ist die Empfindlichkeit der angestrebten Detektion zu beriicksichtigen.
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Hiufig kommen die stabilen Isotope 2H, 3C oder Radioisotope wie zum Beispiel *C
zum Einsatz [69]. Sie werden im Zielmetabolit mittels Massenspektrometrie, NMR-~
Spektroskopie oder im Fall der radioaktiven Isotope beispielsweise mit Fliissigszintilla-

tionszahlern nachgewiesen.

Wenn die Isotopenmarkierung im gewtiinschten Molekiil wiedergefunden wird, lésst sich
daraus eine Vorstufen-Produkt-Beziehung ableiten [70]|. Es kann jedoch keine Aussage
dariiber erfolgen, an welcher Stelle die Vorstufe in der Biosynthese steht, ob sie direkt
eingebaut oder zunéchst metabolisiert wird. Aufserdem ist nicht auszuschliefen, dass
der Uberschuss dieses Substrates oder seine strukturelle Ahnlichkeit der eigentlichen
Vorstufe zum Einbau in das Zielmolekiil fithrt. Auf der anderen Seite bedeutet ein ne-
gativer Befund eines Fiitterungsexperiments nicht zwangslaufig, dass die Vorstufe kein
Bestandteil der Biosynthese ist. Das markierte Substrat muss zunéchst das aktive Zen-
trum des Enzymkomplexes erreichen, wobei Stabilitat und Verfiigbarkeit der Enzyme
auch von den dufseren Bedingungen des Experiments abhédngen. Der Entwicklungsstand
des verwendeten Pflanzenmaterials ist ebenfalls ein moglicher Einflussfaktor. Auferdem
kann die Konzentration des markierten Substrates durch einen Uberschuss an natiir-
licher Vorstufe oder durch eine konkurrierende Biosyntheseroute (engl. scrambling) so
verringert werden, dass die Detektion der Markierung im Zielmolekiil unméglich wird

71, 72].

Zu den wichtigsten Metaboliten des priméren Kohlenstoffmetabolismus zéahlen unter
anderem Erythrose-4-phosphat, Phosphoenolpyruvat, Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat [2]. Sie sind beispielsweise Startpunkte zur Bildung von aliphatischen und
aromatischen Aminosduren, stickstoffhaltigen Verbindungen, Polyphenolen, Terpenen
und Fettsdurederivaten. Diese Substanzen werden iiber die Biosyntheserouten des Shi-
kimisdure-, Polyketid-, Mevalonsaure-, Fettsdure- und des Methylerythriolphosphatwe-

ges synthetisiert.

Das Kohlenstoffgeriist der niedermolekularen Verbindungen wird komplett oder teilwei-
se in die im Folgenden synthetisierten Substanzen eingebracht |73]. Durch Isotopenmar-
kierung lasst sich der Verbleib dieser Kohlenstoffgeriiste im Netzwerk der Biosynthesen

verfolgen (siehe Abschnitt 2.7).

Bei einem Experiment mit einer 3C-markierten Vorstufen kann im Zielmolekiil eine
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13C-Anreicherung an einer einzigen Stelle (Positionsmarkierung, engl. position label-
ling) oder an mehreren Positionen einzeln oder zusammenhéngend (Bindungsmarkie-
rung, engl. bond labelling) auftreten [74]. Letzters wird oft in Verbindung mit der
retrobiosynthetischen Vorgehensweise genutzt. Diese bildet das Gegenstiick zur Retro-
synthese in der organischen Chemie [75], wobei hauptsichlich 3C-markierte Verbin-
dungen wie [**Cg]Glucose, [1-"*C|Natriumacetat, [**C,|Natriumacetat oder **CO,, ein-
gesetzt werden [76]|. Der Vorteil bei der Verwendung von universal markierter Glucose
besteht darin, dass Mechanismen zur Verteilung in die subzelluldren Kompartimente

existieren [77].

Bei der Auswertung von Retrobiosynthesestudien dienen die Markierungsprofile von
Verbindungen bekannten biosynthetischen Ursprungs, wie beispielsweise von Amino-
sduren oder Nucleosiden, zur Rekonstruktion bzw. Vorhersage von Markierungsmustern
der zentralen Intermediate |76]. In besonderen Féllen kénnen auch die Markierungs-
muster von Sekundarmetaboliten herangezogen werden, deren Biosynthese bereits auf-
geklart ist [14], mit dem Ziel die Beziehung zwischen Vorstufe(n) und Produkt (Ziel-

metabolit) zu charakterisieren [70].

2.3.3 Ansatz B - Enzymassays

Wenn die hypothetischen Vorstufen des gewiinschten Zielmetaboliten bereits bekannt
sind, kann nach Enzymen gesucht werden, die diese Biosynthese katalysieren. Dazu
wird zunéchst eine computergestiitzte Literatursuche nach Genen durchgefiihrt, die
Enzyme der zu analysierenden Reaktion codieren konnten. Diese Kandidaten werden
im Anschluss aus der Pflanze geklont und in einem heterologen System exprimiert
[78]. Meist dienen Bakterien- oder Pilzkolonien als Wirt und produzieren bei einer
erfolgreichen Genexpression das gewiinschte Enzym. Dieses wird schliefslich isoliert und

seine Aktivitdt mit den bekannten Vorstufen in Enzymassays getestet.

Wenn bereits ein Protokoll zur Extraktion der benétigten Enzyme aus dem Pflanzenma-
terial existiert, konnen gleich Aktivitdtsuntersuchungen mit potentiellen Ausgangsver-
bindungen durchgefiihrt werden. Die Enzymlosung wird mit den potentiellen Vorstufen
versetzt und fiir eine bestimmte Zeit inkubiert. Im Anschluss erfolgt die Analyse des

Zielmolekiils.
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2.3.4 Ansatz C - genmodifizierte Pflanzenlinien

Um zu untersuchen, ob verschiedene Genkandidaten in der zu analysierenden Biosyn-
these eine Rolle spielen, konnen transgene Pflanzen produziert werden, in denen die
entsprechenden Gene ausgeschaltet oder fremde Gene eingefiihrt sind [79]. Die Unter-
suchung ihres Materials zeigt, worin der Einfluss der genetischen Anderung auf die
Bildung des Zielmolekiils besteht. Aufterdem schlieftt sich meist die Frage an, welche

Funktion dem Metaboliten im biologischen System zukommt.

Da zu Beginn der Nudicaulinbiosyntheseuntersuchung keinerlei molekularbiologische
Daten vorlagen, wurden zunéchst Fiitterungsexperimente durchgefiihrt. Aus der be-
sonderen Molekiilzusammensetzung der Nudicaulinaglykone (Abschnitt 2.2.5), aus In-
dol und einer flavonoidahnlichen Einheit resultierte die Hypothese, dass Metaboliten
und Enzyme der vielfaltig untersuchten Indol- und Polyphenolbiosyntheserouten an der
Nudicaulinbildung beteiligt sind. Diese Verbindungen wurden als potentielle Vorstufen
in den Fiitterungsexperimenten eingesetzt. Im folgenden Abschnitt 2.4 werden die Ver-
laufe dieser Biosynthesen vorgestellt, wie sie aus anderen Pflanzen bekannt sind. Im
Anschluss erfolgt die kurze Vorstellung der Ergebnissen der vorangegangenen *CO,-

Studie [14] zur Nudicaulinbiosynthese an P. nudicaule Pflanzen.
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2.4 Hintergrund zur Nudicaulinbiosynthese

2.4.1 Allgemeines

Im Folgenden werden die Biosynthesewege von Indol und Polyphenolen vorgestellt, wo-
bei einige der zugehorigen Metabolite ebenfalls Teil der Nudicaulinbildung sein kénn-
ten. Die Intermediate resultieren aus enzymkatalysierten Reaktionen. Fiir essentielle
Schritte werden Beispielenzyme angegeben, die die jeweilige Reaktion laut Literatur
katalysieren konnen [80, 81]. Alle besitzen eine sogenannte EC-Nummer (engl. Enzy-
me Commission number), deren Zusammensetzung sich aus der katalysierten Reaktion
ableitet [82]|. Dass die genannten Enzyme auch in den P. nudicaule Bliiten vorhanden
sind, muss jedoch erst mittels Proteomanalyse bestatigt werden. Auskunft zu Enzy-
men, ihren EC-Nummern und Funktionen sowie weiterfiihrende Information {iber die

verschiedensten Biosynthesen geben frei zugéngliche Datenbanken, wie [80, 81, 83].

2.4.2 Bildung von Shikimisaure

Die Biosynthesewege von Indolderivaten und Polyphenolen beginnen mit Shikimisdure
und trennen sich bei Chorismat. Erythrose-4-phosphat (E4P) und Phosphoenolpyruvat
(PEP) sind die Ausgangsstoffe fiir Shikimiséure. Aus E4P stammen vier Kohlenstoffato-
me, die iibrigen drei aus PEP. Shikimisdure wird dann iiber mehrere Zwischenschritte
in Chorismat umgewandelt, wie in Abbildung 2.10 dargestellt. Dabei sind Kohlenstoft-
atome desselben biosynthetischen Ursprungs in der gleichen Farben codiert. Bis zur
Bildung der aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin findet die Shikimi-

saureroute in den Chloroplasten statt.
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Abbildung 2.10: Bildung von Shikimiséure ausgehend von Phosphoenolpyruvat und
Erythrose-4-phosphat nach [73] (gleichfarbige Kohlenstoffatome
haben denselben biosynthetischen Ursprung)

2.4.3 Indolbiosynthese

Durch das Enzym Anthranilatsynthase (EC 4.1.3.27) wird aus Chorismat das Anion
der Anthranilsiure gebildet. Mit Hilfe von Anthranilatphosphoribosyltransferase (EC
2.4.2.18) erfolgt die Reaktion mit Phosphoribosyldiphosphat zu N-(5’-Phospho-3-D-
ribosyl)-anthranilat. Es wird iiber zwei weitere Zwischenschritte zu Indol-3-glycerin-
phosphat metabolisiert, wobei nun durch einen Enzymkomplex (EC 4.2.1.20) Indol
und Tryptophan synthetisiert werden konnen. Die Biosynthese ist in Abbildung 2.11
dargestellt.
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Abbildung 2.11: Indolbiosyntheseweg ausgehend von Chorismat nach [84]
(Kohlenstoffatome in der gleichen Farbe haben denselben
biosynthetischen Ursprung)

2.4.4 Biosynthese von Phenylalanin und Tyrosin

Fiir die Biosynthese der aromatischen Aminoséduren Phenylalanin und Tyrosin wird
Chorismat zunéchst von Chorismatmutase (EC 5.4.99.5) in Prephenat umgewandelt.
Ab diesem Punkt existieren drei mogliche Wege, wie in Abbildung 2.12 dargestellt.
Im ersten Fall wird mit Hilfe von Transaminasen L-Arogenat gebildet, woraus dann
durch unterschiedliche Enzyme entweder Phenylalanin oder Tyrosin gewonnen werden.
Die Bildung von Phenylalanin kann jedoch auch ausgehend von Prephenat iiber Phe-
nylpyruvat erfolgen. Dem gegeniiber steht die Darstellung von Tyrosin iiber den Zwi-

schenschritt 4-Hydroxyphenylpyruvat. Wenn die Biosynthese von Phenylalanin tiber
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L-Arogenat unterbrochen ist, besteht die Moglichkeit diese Aminosdure durch Abbau

von Tyrosin zu gewinnen [85].
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Abbildung 2.12: Biosynthese von Tyrosin und Phenylalanine aus Chorismat nach
[81, 84] (gleichfarbige Kohlenstoffatome haben denselben
biosynthetischen Ursprung)

2.4.5 Phenylpropanoid- und Flavonoidbiosynthese

An die Bildung von Phenylalanin und Tyrosin schliefst sich der Phenylpropanoidbiosyn-
theseweg an. Bei den Ausgangsstoffen fiir die Flavonoidbiosynthese handelt es sich um
Ester von Zimtsiure und p-Cumarsiure mit dem Coenzym A (Abk. CoA). Ein Uber-
blick {iber die Biosynthese ist in Abbildung 2.13 dargestellt. Die Zimtsédure entsteht aus
Phenylalanin durch das Enzym Phenylalaninammoniumlyase (EC 4.3.1.24). Darauf
folgt entweder die Bildung von Zimtsdure-CoA durch Hydroxyzimtsidure-CoA-Ligase
(EC 6.2.1.12) oder von p-Cumarsiure mit Hilfe einer Monooxygenase (EC 1.14.13.11).
Letztere kann auch von Phenylalanin-/ Tyrosinammoniumlyase (EC 4.3.1.25) aus Ty-

rosin gebildet werden. Im Anschluss stellt Hydroxyzimtsaure-CoA-Ligase (EC 6.2.1.12)
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daraus p-Cumaroyl-CoA her. Eine der genannten Monooxygenasen (EC 1.14.13.11) ist

auch in der Lage den Zimtsdure-CoA-Ester in p-Cumaroyl-CoA zu metabolisieren.

Das Substrat p-Cumaroyl-CoA-Ester wird im Cytosol mit drei Malonyl-CoA-Einheiten
durch Chalkonsynthase (EC 2.3.1.74) zu Naringeninchalkon umgesetzt. Es wurde mehr-
fach gezeigt, dass die Flavonoidwegenzyme als makromolekulare Komplexe auftreten,

wobei Kontakt zwischen vielen Proteinen besteht, um Channeling von Substraten wie
p-Cumaroyl-CoA-Ester zu ermoglichen [86-88|.

o) o)
NH, HO NH,

Phenylalanin Tyrosin

o 0O
HO
Zimtsadure p-Cumarséaure

o o)
WS_COA —> WS-COA
HO

Zimtsdure-CoA p-Cumaroyl-CoA

i

l

Abbildung 2.13: Darstellung von Zimtsdure-CoA und p-Cumaroyl-CoA ausgehend
von Tyrosin bzw. Phenylalanine nach [81] (Kohlenstoffatome in der
gleichen Farbe haben denselben biosynthetischen Ursprung)

Malonyl-CoA ist Bestandteil des Polyketidbiosyntheseweges und wird aus Acetyl-CoA
synthetisiert. Diese Vorstufe wird im Cytosol zuvor direkt oder indirekt aus Pyru-
vat gebildet. Naringeninchalkon weist schon das typische C6-C3-C6-Grundgeriist der
Flavonoide auf. Das Enzym Chalkonisomerase (EC 5.5.1.6) cyclisiert den Metaboliten
zum Naringenin. Daraus erfolgt die Bildung von Dihydrokédmpferol durch Naringenin-
3-dioxygenase (EC 1.14.11.9). In Abbildung 2.14 wird die Darstellung von Naringenin-
chalkon, Dihydrokdampferol und Malonyl-CoA dargestellt.
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Abbildung 2.14: Umsetzung von p-Cumaroyl- und Malonyl-CoA zu Dihydrokdmpferol
nach |84, 81] (gleichfarbige Kohlenstoffatome haben denselben
biosynthetischen Ursprung)

Aus diesem Substrat konnen schlieflich in wenigen Reaktionen Kédmpferol und Pe-
largonidin sowie die Edukte von Cyanidin und Delphinidin gewonnen werden, siehe
Abbildung 2.15. Laut Literatur erfolgte die Aglykonbildung bevor Substituierungen

mit beispielsweise Zucker auftreten [89].
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Abbildung 2.15: Biosynthese von Pelargonidin, Cyanidin, Delphinidin und Kéampferol
aus Dihydrokdmpferol nach [81] (Kohlenstoffatome in der gleichen
Farbe haben denselben biosynthetischen Ursprung)

2.4.6 13CO,-Studie zur Nudicaulinbiosynthese

Die erste Untersuchung der Nudicaulinbiosynthese erfolgte an ganzen P. nudicaule
Pflanzen [14]. Dabei wurden die Pflanzen unter kiinstlicher **CO,-Atmosphire fiir vier
Tage kultiviert, um '3C-markierte Metabolite zu erhalten. Im Anschluss erfolgte der
Vergleich des *C-Einbaus zwischen Nudicaulinen und Kimpferol-3- O-3-sophorosid-7-
O-glucosid. Dieses Verfahren bot sich an, da die Biosynthese des Kémpferolderivates
bereits aufgeklart war. Durch diese Ergebnisse gelang der Nachweis, dass zwischen der
Nudicaulinbildung und den Biosynthesen von Indol sowie Flavonoiden Gemeinsamkei-
ten bestehen. In Abbildung 2.16 wird der Zusammenhang zwischen dem Ursprung der
einzelnen Kohlenstoffverbanden im Nudicaulinaglykon und den beiden Biosyntheserou-
ten dargestellt. Daraus folgt, dass ein Intermediat der Indolbiosynthese mit einem des

Flavonoidbiosyntheseweges zum Nudicaulin I und II kondensiert werden koénnte.
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Abbildung 2.16: Zusammenhang zwischen dem Ursprung der einzelnen
Kohlenstoffverbande (gleiche Farbmarkierung) im Nudicaulinaglykon
sowie den Biosynthesewegen zur Bildung von Indol und Flavonoiden
aus der "*CO,-Studie in Anlehnung an [14]

Dies bildet den Ausgangspunkt zur weiteren Untersuchung der Nudicaulinbiosynthese
im Zuge der vorliegenden Arbeit. Dabei wurde analysiert, welche Metabolite der bei-
den beteiligten Biosynthesewege eine Rolle spielen. Es folgten Fiitterungsexperimente
mit *C-markierten Vorstufen und die Untersuchung der Nudicaulinbildung wihrend
der Bliitenentwicklung. Dazu war es ndtig, mithilfe von multivariaten Methoden Ent-
wicklungsstadien einzuteilen. Hiermit sollte ein Ausgangspunkt fiir die weiterfithrende
Analyse der beteiligten Enzyme geschaffen werden, um die iibrigen, zuvor beschriebe-

nen Strategien fiir die Nudicaulinbiosynthese zugénglich zu machen.

Die Auswertung der Fiitterungsexperimente wird im Anschluss an die Grundlagen der

NMR-Spektroskopie (Abschnitt 2.5) und Massenspektrometrie (Abschnitt 2.6) erldu-
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tert. Die beiden Analysemethoden dienen dazu, festzustellen, ob *C-Einbau im Ziel-
metaboliten stattgefunden hat und wo sich die Markierung befindet. Die theoretischen
Grundziige zu den gewéhlten Methoden der multivariaten Statistik werden im Ab-
schnitt 2.8 erklart. Die Details zur Durchfiihrung aller Experimente sind im Kapitel 3
aufgefiihrt.

2.5 NMR-Spektroskopie

2.5.1 Grundlegende Aspekte

Die Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance spectroscopy,
NMR) beruht auf der Wechselwirkung von Kernen mit einem dufkeren Magnetfeld [9].
Dabei spielt eine quantenmechanische Eigenschaft der Kerne, der Drehimpuls (Kern-
spin) eine entscheidende Rolle. Er wird durch die Kernspinquantenzahl I charakteri-
siert, die je nach Anzahl der Protonen und Neutronen eines Kerns halbzahlig, ganzzah-
lig oder null werden kann [90]. Bei ungerader Neutronen- und Protonenanzahl nimmt
die Kernspinquantenzahl I einen ganzzahligen Wert an. Fiir den Fall, dass nur eine der
beiden Zahlen ungerade ist, entspricht I einem Vielfachen von % Wenn jedoch sowohl
die Anzahl der Protonen als auch der Neutronen gerade ist, wird die Kernspinquan-

tenzahl I null.

Der Wert von I nimmt Einfluss auf den Betrag des gequantelten Kernspins, wie Gl. 2.1
zeigt [91].

Il =+I(I+1)h (2.1)
Seine Komponente m; i um eine beliebige Achse ist von I abhéngig (Gl. 2.2).

my=11-1, .. -I (2.2)

Das magnetische Moment p des Kerns ist proportional zum Spindrehimpuls und lasst

sich aus Gleichung 2.3 berechnen [92].

p=ymrh=~vV/I(I+1)h (2.3)
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Es zeigt sich, dass der Wert der Kernspinquantenzahl I dariiber entscheidet, ob ein
Kern mit Hilfe der NMR-Spektroskopie detektiert werden kann [93]. Ausschlieflich
Kerne mit einer Kernspinquantenzahl I grofser null sind fiir die Messung empfindlich,
sonst wiirde das magnetische Moment p den Wert null annehmen. Aus diesem Grund
ist 1*C (I = 3) im Gegensatz zu *C (I = 0) im NMR-Experiment detektierbar, obwohl

es mit einer natiirlichen Haufigkeit von nur 1,11 % viel seltener vorkommt.

Als Proportionalitatsfaktor zwischen Kernspin und magnetischem Moment p dient das
gyromagnetische Verhéltnis v [92]. Es ist spezifisch fiir jedes einzelne Isotop eines Ele-
ments und wurde experimentell bestimmt. Je grofier v ist, desto empfindlicher sind die
Kerne in der NMR-Spektroskopie. Das Proton hat beispielsweise ein gyromagnetisches
Verhiltnis von 26, 7522-107 rad T~ 's~!, withrend ~ fiir **C nur 6, 7283-107 rad T *s~!
betragt.

Fiir I > 0 tritt also ein magnetisches Moment g mit einem konstanten Betrag auf,
dessen Ausrichtung von m abhéngt [90]. Demnach existieren genau 2/ + 1 Orientie-
rungsmoglichkeiten fiir das magnetische Moment p entlang einer beliebigen Achse.

Beispielsweise besitzen Kerne mit I = %, wie 'H und '3C, nur zwei Ausrichtungen:

1
a-Zustand: m; = +=(1)
2 (2.4)

1
p-Zustand: m; = —5(@

Jeder dieser Zustédnde des Kernspins besitzt eine diskrete Energie im Magnetfeld B,

die sich aus Gleichung 2.5 ergibt.
En,=—puzB=—-—ym;hB (2.5)
Der -Zustand liegt fiir Kerne mit positivem gyromagnetischen Verhéltnis energetisch
hoher als der a-Zustand. Daraus folgt, dass er im thermischen Gleichgewicht etwas
geringer besetzt ist [93]. Der Energieunterschied zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Niveaus entspricht dem Produkt der Lamorfrequenz vy und dem reduzierten Planck-

schen Wirkungsquantum h, wie durch Gleichung 2.6 und 2.7 ausgedriickt wird.

_1B

- (2.6)

vy
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1 1
AE:EB—EQZévhB—(—éyhB):ﬂyhB:huL (2.7)

2.5.2 Impuls-Experimente

Bei einem NMR-Impuls-Experiment wird die Probe in ein Magnetfeld By eingebracht,
so dass sich die bisher energetisch ungeordneten Kerne auf die Energieniveaus verteilen
und sich ein thermisches Gleichgewicht einstellt [93]. Im Anschluss daran wird die Pro-
be mit einem kurzen (us), hoch energetischen Radiofrequenzimpuls bestrahlt, der im
Bereich der Lamorfrequenz der Kerne liegt. Dabei treten starke Kopplungen zwischen
den Kernspins und dem elektromagnetischen Feld auf, wodurch Strahlung absorbiert
wird [92]. Dies fiihrt zu Ubergéingen der Kerne in héhere Energieniveaus. Die ebenfalls
moglichen und gleich wahrscheinlichen Ubergéinge in niedrigere Energieniveaus verur-
sachen Energieemission. Im Beispiel fiir Kerne mit [ = % befinden sich dann mehr
Kernspins im (-Zustand. Sie sind in Resonanz. In einer Probe lasst sich nur dann Re-
sonanz erzeugen, wenn die eingestrahlte Frequenz (v) der Lamorfrequenz entspricht
(Gl. 2.8). Die Lénge des Impulses wird aufserdem an die gewiinschte Spektrenbreite

angepasst.

Resonanzbedingung: hv =yh B = hvy, (2.8)

Nach Ende des Impulses beginnt die Relaxation. Das bedeutet, dass sich wieder das
thermische Gleichgewicht einstellt, wobei beim Ubergang vom angeregten in den ener-
getisch niedrigeren Zustand Strahlung emittiert wird [92]|. Diese wird als freier Induk-
tionsabfall (engl. free induction decay, FID) detektiert. Der bis hierher beschriebene
Prozess entspricht einem sogenannten Scan der NMR-Messung. Der FID ist eine Funk-
tion der Zeit und kann mittels Fourier-Transformation in ein NMR-Spektrum umge-
rechnet werden [94]. Hierbei wird die Signalintensitéit gegen die Frequenz aufgetragen.
Aufgrund dessen, dass ein einzelner FID nur eine geringe Intensitét aufweist, werden
viele Scans hintereinander ausgefiihrt und ihre Ergebnisse akkumuliert. Die Summe

der FIDs wird dann schlieflich der Fourier-Transformation unterzogen. Der Betrag der
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Signale ist immer positiv, so dass er sich mit der Anzahl der Scans aufsummiert. Dar-
aus folgt, dass das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis () durch die Erhéhung der Scanzahl
verbessert werden kann (Gl. 2.9) [95].

% = v/ Anzahl Scans (2.9)

Das setzt wiederum absolute Genauigkeit der Magnetfeld-Frequenzstabilisierung (zum
Beispiel des Lock- oder Shimverfahrens) und exaktes Speichern der gewonnenen Daten

voraus [92].

2.5.3 Chemische Verschiebung

Die angeregten Kerne besitzen voneinander leicht abweichende Lamorfrequenzen, da je-
der durch die Elektronen in seiner unmittelbaren Umgebung vor dem dufseren Magnet-
feld abgeschirmt wird [9]. Dabei entstehen im NMR-Spektrum Signale bei unterschied-
lichen Resonanzfrequenzen. Die Differenz der Resonanzfrequenz der verschieden stark
abgeschirmten Kerne zu einer gewéhlten Referenz wird als Verschiebung bezeichnet. Da

diese jedoch vom &ufteren Magnetfeld abhéngt, wurde die chemische Verschiebung ¢

eingefiihrt (Gl. 2.10) [96].

5 . VResonanz — VReferenz [HZ]

2.10
VReferenz [MHZ] ( )

Als Referenz dient ein interner Standard, wie beispielsweise das chemisch recht stabi-
le Tetramethylsilan. Sein Signal markiert auf der Frequenzachse des NMR-Spektrums
eine chemische Verschiebung ¢ von null. Durch die Verwendung von ¢ ist es moglich,
NMR-Spektren miteinander zu vergleichen, die nicht am selben Spektrometer und bei
derselben Magnetfeldstéirke aufgenommen worden sind [92]|. Die Literatur bietet um-
fangreiche Ubersichten zu den chemischen Verschiebungen von Kernen funktioneller

Gruppe, Substituenten bzw. Substanzklassen [9, 92, 93, 97, 98|.
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2.5.4 Spin-Spin-Kopplungen im 'H-NMR-Spektrum

Die Signale der chemisch-dquivalenten Kerne (gleiche Abschirmung), insbesondere von
Protonen, kénnen eine Feinstruktur aufweisen. Sie entsteht durch Kopplungen mit Ker-
nen in der unmittelbaren Umgebung [92]. Die Multiplizitat M entspricht der Anzahl
der Aufspaltungen des Signals. Sie wird mit Hilfe von Gleichung 2.11 berechnet, wobei
die Anzahl der dquivalenten Nachbarn durch n ausgedriickt wird [99].

M=2nl+1 (2.11)

Fir I = % sind Intensitéatsverhaltnis und Multiplizitat eines Signals durch Kopplung
mit einer Kernsorte in Tabelle 2.3 aufgefiihrt. Die Signalhchen ergeben sich aus den
moglichen Spinorientierungen der dquivalenten Nachbarkerne [92]. Wenn zum Beispiel
Kern A mit zwei dquivalenten Kernen X koppelt, konnen die Ausrichtungen der beiden
X-Kerne einmal als « und «, zweimal als o und  und einmal als 5 und 5 vorliegen. Das
entspricht dem Verhéltnis 1:2:1, so dass das Signal von A in ein Triplett aufgespalten

wird.

Tabelle 2.3: Intensititsverhiltnis und Multiplizitit bei 'H,'H-Kopplung mit einer
Kernsorte in Anlehnung an [100]

Arﬁ:ﬁ‘llﬂf‘;‘;“" Intensititsverhiltnis | Multiplizitit | Abk.
n=>0 1 Singulett s
n=1 1 1 Dublett d
n=2 1 2 1 Triplett t
n=3 1 3 3 1 Quartett q

Wenn A zwei nicht dquivalente Nachbarn X und V besitzt, wird das Signal von A
zunéchst durch die Kopplung mit X in ein Dublett und dieses wiederum durch die
Kopplung mit V in ein Dublett von Dubletts (Abk. dd) mit derselben Intensitéat auf-

gespalten.

Protonen koénnen auch mit anderen Kernen, wie beispielsweise Fluor oder Phosphor,
koppeln. Fiir sichtbare Kopplungen mit 3C muss die Hiufigkeit des Isotops erhoht

werden. Dieser Sachverhalt wird in Abschnitt 2.7 genauer erlautert.
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2.5.5 Kopplungskonstante J im 'H-NMR-Spektrum

Der Abstand zwischen den eben beschriebenen Kopplungssignalen vom Ausgangssignal
ist fiir die beteiligten Kernsignale gleich und wird als Kopplungskonstante bezeich-
net [9]. Sie hingt nicht vom &uferen Magnetfeld ab und wird nur durch die Kernmo-
mente verursacht, so dass ihr Wert eine Aussage zur chemischen Natur der koppelnden
Kerne ermoglicht. Thre Einheit ist Hertz. Zu den Werten der Kopplungskonstanten
finden sich in der Grundlagenliteratur niitzliche Tabellen [92, 93, 100].

2.5.6 Intensitit der Signale im 'H-NMR-Spektrum

Die Flichen unter den Signalen des 'H-NMR-Spektrums wird als Intensitiit bezeich-
net [92]. Durch Integration und Vergleich der gewonnenen Integrale kann die Proto-
nenanzahl pro Signal und damit im gesamten Molekiil ermittelt werden. Dabei ist zu
beachten, dass die Integration der Multipletts vollstindig erfolgt. Somit ist auch die
quantitative Analyse von Gemischen mittels 'H-NMR-Spektroskopie moglich.

2.5.7 13C-NMR-Spektrokopie

Aufgrund der geringeren natiirlichen Hiufigkeit des 3C-Isotops und der daraus resul-
tierenden niedrigeren Nachweisempfindlichkeit bendtigen *C-NMR-Experimente mehr
Messzeit und Probenmaterial im Vergleich zur "H-NMR-Spektroskopie [92]. Auferdem
ist zu beachten, dass Kohlenstoffkerne mit unterschiedlichen Resonanzfrequenzen nicht
gleich stark angeregt werden und dass ihre Relaxationszeiten verschieden sein kénnen.
Bei der Messung von '3C wird hiufig die 'H-Breitbandentkopplung eingesetzt [101].
Durch sie ist es moglich, jedes C-Atom-Signal als Singulett im NMR-Spektrum darzu-
stellen, ohne dass Signalaufspaltungen durch Kopplung mit Protonen auftreten. Hier-
durch entféllt jedoch der Informationsgehalt aus Multiplizitat und Kopplungskonstan-
ten [92]. Der verbleibende Parameter ist die chemische Verschiebung, die einen Bereich
bis zu 230 ppm umfasst, wodurch selten Signaliiberlagerungen auftreten. Hierfiir bie-
tet die bereits zitierte Literatur umfangreiche Tabellen [92, 98]. Die Besonderheiten des

13C-Spektrums bei 3C-Anreicherung in einer Probe wird im Abschnitt 2.7 erliutert.
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2.5.8 Verfahren der zweidimensionalen NMR-Spektroskopie

Bei den 2D-NMR-Messungen werden die Frequenzen von zwei Kernen auf den Achsen
des NMR-Spektrums aufgetragen, wobei die Signalintensitét die dritte Dimension dar-
stellt. Dabei kann es sich um Homo- (z.B. 'H, 'H) bzw. Heterokorrelationen (z.B. 'H,
13C) handeln [92]. Die Bedingung fiir diese Experimente ist, dass skalare oder rdumliche

Kopplungen auftreten.

Es werden zwei Arten von zweidimensionalen NMR-Verfahren unterschieden, die entwe-
der verschiebungskorreliert oder nach Kopplungskonstanten aufgelost sind. Zur Struk-
turaufklirung kamen in dieser Arbeit 'H,'H-COSY-, Long-Range-COSY-, HSQC-,

'H,13C-HMBC-, 'H,N-HMBC- und das ROESY-Experiment zur Anwendung. Sie ge-
horen zur zweidimensionalen verschiebungskorrelierten NMR-Spektroskopie. Jedes Ver-
fahren umfasst eine Praparations-, Evolutions-, Misch- und Detektionsphase. Der zeit-
liche Ablauf und die Gestalt der Impulsfolgen sowie die Datenverarbeitung dieser Ex-
perimente sind sehr komplex, so dass an dieser Stelle auf eine detaillierte Beschreibung
verzichtet wird. Als weiterfithrende Literatur zur Theorie und zur Auswertung, auch
fiir die nach Kopplungskonstanten aufgelosten Experimente, empfiehlt sich [92, 102].
Es folgt eine kurze Ubersicht iiber die Informationen, die aus den einzelnen Verfahren

gewonnen werden kénnen.

Zur Detektion skalarer Kopplung zwischen Protonen dient das 'H,'H-COSY-Experi-
ment (engl. correlated spectroscopy). Fiir die Zuordnung von Protonen, deren Nachbar-
kerne vier bis fiinf Bindungen voneinander entfernt sind, bietet sich das Long-Range-
COSY-Verfahren an.

Zu den verwendeten Experimenten, die auf skalaren Korrelationen zwischen 'H- und
13C-Kernen beruhen, zihlen HSQC (engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence)
und HMBC (engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation) [103]. Im HSQC-Exper-
iment werden die Kopplungen von Protonen mit dem Kohlenstoffatom aufgezeichnet,
an das sie gebunden sind. Dies erméglicht eine Zuordnung der Signale des 'H-NMR-
Spektrums zu den entsprechenden Kohlenstoffatomen des *C-NMR-Spektrums. Aufer-
dem ergibt sich daraus, welche *C-Signale zu quartiren Kohlenstoffatomen gehoren.
Aus einem HSQC-Spektrum resultieren Strukturfragmente des untersuchten Molekiils.

Die Signale im 'H,3C-HMBC-Spektrum entsprechen Kopplungen von Protonen mit
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Kohlenstoffatomen, die in der Regel zwei oder drei Bindungen entfernt sind [92]. Diese
Informationen ermdglichen meist das Zusammenfiigen der einzelnen Fragmente und so-
mit die Rekonstruktion der Molekiilstruktur, da auch Kopplungssignale mit quartéren
Kohlenstoffatomen auftreten. Ein dhnliches Experiment kann unter anderem auch mit
15N statt 13C durchgefiihrt werden, wobei sich die Parameter der Messung unterschei-

den.

Die Signale im Spektrum der Rotating-Frame-Overhauser-Enhancement-(Effect)-Spek-
troscopy (ROESY) gehen auf den Kern-Overhauser-Effekt (engl. Nuclear-Overhauser-
Effect, NOE) zuriick [92, 103|. Er spiegelt Dipol-Dipol-Wechselwirkungen durch den
Raum wider. Aufserdem werden die Signalintensitdten im Spektrum durch ihn beein-
flusst. Allgemein herrscht Proportionalitdt zwischen Signalintensitit und dem Beset-
zungsunterschied der Energieniveaus, zwischen denen der Kernresonanziibergang auf-
tritt. Dabei sind nur Einquanteniibergénge erlaubt und messbar. Im Fall eines NOE-
Experiments erfolgt die kontinuierliche Séttigung der Ubergénge eines Kerns, wodurch
vom Gleichgewicht abweichende Besetzungsverhiltnisse auftreten. Aus diesem Grund
werden auch Null- und Doppelquanteniibergénge bei der Relaxation wahrscheinlich,
so dass sowohl eine Verstiarkung als auch eine Verringerung der Signalintensitédt be-
obachtbar ist. Da der NOE-Effekt auch Einfluss auf benachbarte Kerne hat, kommt
es bei deren Signalen ebenfalls zu Intensitdtsdnderungen. Daraus lassen sich die Ab-
stdnde zwischen den Kernen ermitteln und rdumliche Nachbarschaften rekonstruieren.
Deshalb bieten die NOE-Experimente die Moglichkeit, Konstitution und Konformation

eines Molekiils zu untersuchen.

2.6 Massenspektrometrie

Zu den vielféltigen Anwendungsmoglichkeiten der Massenspektrometrie (MS) gehoren
die Elementbestimmung, die Strukturaufklarung sowie die qualitative und quantitative
Analyse von Stoffgemischen bis in den Ultraspurenbereich [104]. Zur Trennung von or-
ganischen Gemischen eignen sich besonders Kopplungen mit Gaschromatografie (GC),

Fliissigchromatografie (LC), Kapillarelektrophorese (CE) oder Pyrolysesystemen.

Das Prinzip der MS als physikalisches Verfahren besteht in der Separationen von va-
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kuumstabilen Ionen nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z). Die zu analysie-
renden Substanzen der Probe miissen demnach Ionen bilden kénnen. Der Aufbau eines
Massenspektrometers setzt sich schematisch aus einem Einlasssystem, einer Ionenquel-
le, einem Analysator und einem Empfianger, an dem ein Computer angeschlossen ist,

zusammen [105].

Zunachst wird die Probe verdampft, so dass aus den Molekiilen Ionen beispielswei-
se mittels Elektronenstof-, Feld- oder chemischer Ionisation generiert werden kénnen.
Je nach Hohe der aufgenommenen Ionisierungsenergie kommt es teilweise zum che-
mischen Zerfall der Ionen. Dieser Vorgang wird Fragmentierung genannt und verlauft
iiber mehrere Schritte, wobei weitere Ionen, Neutralmolekiile sowie Radikale auftreten.

Molekiilionen mit wenig Uberschussenergie fragmentieren dagegen nicht.

Alle auftretenden Ionen werden im Analysator iiber elektromagnetische Felder nach
dem Verhéltnis ihrer Masse zur Ladung (m/z) aufgetrennt bzw. fokussiert [93]. Die
Spektrometer besitzen hédufig Quadrupol-, ITonenfalle-, Flugzeit- oder Sektorfeldana-
lysatoren. Die Héaufigkeit jedes lones wird nach der Fokussierung detektiert. Dazu
kommen beispielsweise Konversionsdynoden mit Sekundéarelektronenvervielfacher oder
Szintillationszahler zum Einsatz. Als Ergebnis wird ein Massenspektrum erhalten. Hier-
bei wird konzentrationsproportional die Intensitiat gegen das m/z Verhéltnis aufgetra-

gen [104]. Meist erfolgt die Skalierung anhand des Basispeaks.

Aus den unfragmentierten Molekiilionen resultiert der sogenannte Mol- bzw. Mole-
kiilpeak [9]. Er entspricht der relativen Molekiilmasse [M]* und setzt sich aus den
leichtesten Isotopen zusammen. Auf ihn folgen im Abstand von [M + 1], [M + 2]
usw. die Isotopenpeaks. Alle anderen detektierten Ionen entsprechen charakteristisch
geladenen Fragmenten der Molekiilstruktur, da die Fragmentierung nur entlang be-
stimmter, chemischer Bindungen auftritt. Einen Uberblick iiber Fragmentierungsme-
chanismen und dem Vorgehen bei Strukturaufklarungen bietet beispielsweise folgende

Literatur [9, 93].
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2.7 Auswertung von 3C-Fiitterungsexperimenten

2.7.1 Bedeutung von 3C im NMR- und MS-Spektrum

Fiitterungsexperimente mit isotopenmarkierten Materialen dienen zur Aufklarung von
Vorstufen-Produkt-Beziehungen in der Biochemie sowie in der Synthese, wie bereits in
Abschnitt 2.3.2 erliutert wurde. Dabei kommt hiufig das stabile 3C-Isotop zum Ein-
satz. Seine natiirliche Haufigkeit betragt etwa 1,1 %. Eine organische Substanz besteht
demnach aus Molekiilen, die an verschiedenen Positionen in ihrer Struktur mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1,1 % '3C anstelle von 2C aufweisen. Aus diesem Grund lassen
sich organische Verbindungen mit der 3C-NMR-Spektroskopie untersuchen. Aufgrund
der geringen natiirlichen Haufigkeit des *C-Isotops ist die Wahrscheinlichkeit fiir zwei

benachbarte 1*C-Atome in einem Molekiil jedoch sehr gering.

Bei der Beschreibung von Molekiilen mit verschiedener Isotopenzusammensetzung tre-
ten zwei Begriffe auf. Isotopomere sind all jene, die die gleiche Anzahl an 2C und
13C aufweisen, wobei die Position der Isotope unberiicksichtigt bleibt [106]. Demnach
besitzen sie dieselbe Masse. Wiahrenddessen werden unter dem Begriff Isotopologe
alle Molekiile zusammengefasst, die unterschiedliche Isotopenzusammensetzungen be-

sitzen [107].

Der natiirliche Isotopologenpool einer Probe lésst sich im Massenspektrum anhand des
Isotopenprofils des Molekiilpeaks beobachten [108]. In Abbildung 2.17 ist ein Beispiel
fiir drei benachbarte Kohlenstoffatome dargestellt, wobei die dunklen Kreise *C- und
die hellen ?C-Atome reprisentieren. Der intensivste Peak ist der Molekiilpeak [M]T,
denn er entsteht durch das hiufigste Isotopomer mit drei ?C-Atomen. Der deutlich
kleinere Peak [M + 1]* kommt durch alle Isotopomere zustande, die an einer der drei
Positionen 3C aufweisen. Im Vergleich dazu ist der Peak von [M + 2]* noch weniger
intensiv. Er wird von allen Isotopomeren mit zwei 3C-Atomen verursacht. Der Peak
mit der geringsten Intensitit entspricht einem Molekiil mit drei benachbarten !3C-

Isotopen.

Die Isotopomere, die im MS-Spektrum durch den [M + 1]*-Peak reprisentiert werden,

sind auch fiir die Signale der einzelnen Kohlenstoffatome im *C-NMR-Spektrum ver-
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Isotopologe C, C, C, Isotopenprofil
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Abbildung 2.17: Beispiel fiir das Isotopenprofil im Massenspektrum einer C,-Einheit
nach [108]

antwortlich, wie Abbildung 2.18 schematisch verdeutlicht. Im Gegensatz zur MS kann
durch die ¥C-NMR-Spektroskopie die Position des *C im Molekiil bestimmt werden.

C C

1 2

BC-NMR-Signal

O
®
@

Abbildung 2.18: Signale der Isotopomere im NMR-Spektrum einer C,;-Einheit
nach [108]

Der Anteil des '*C-Isotops eines oder mehrerer Kohlenstoffatome in einem Molekiil
kann durch Synthese oder Biosynthese mit einfach bzw. mehrfach *C-markiertem Aus-
gangsmaterial erhoht werden. Der biosynthetische Ansatz entspricht einem sogenannten
Fiitterungsexperiment. Dabei werden Pflanzen bzw. pflanzlichem Material, Pilzen oder
Bakterien 3C-markierte Substanzen zugefiihrt bzw. , gefiittert“. Die zu beobachtenden
Zielmetaboliten werden nach einer Inkubationszeit von Stunden oder Tagen extrahiert
und auf '3C-Anreicherung untersucht. Im Wesentlichen wird durch ein erfolgreiches
Fiitterungsexperiment das zugefiihrte Isotop in einer oder mehreren Positionen an-

gereichert, so dass Anderungen im NMR- und MS-Spektrum auftreten. Aus einem
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erfolgten '3C-Einbau lassen sich Riickschliisse auf den biosynthetischen Ursprung des
Zielmetaboliten ziehen. Denn wie bereits in Abschnitt 2.4 erlautert werden im Biosyn-
thesenetzwerk grofitenteils Kohlenstoffverbéande desselben Ursprungs zur Bildung von

Metaboliten eingesetzt.

2.7.2 Massenspektrometrie zur Analyse von 13C-Anreicherung

Bei einem erfolgreichen Fiitterungsexperiment erhoht sich die *C-Hiufigkeit in den
Molekiilen des Zielmetaboliten. Je nach 3C-Markierung der verwendeten Vorstufe kon-
nen auch Anderungen in der Isotopologenzusammensetzung auftreten. Beide Phéno-
mene spiegeln sich im Isotopenprofil der Molekiilpeaks wider. Dabei kommt es zur Er-
hohung der Peakintensitéiten der Isotopomere im Vergleich zu denen einer natiirlichen
Referenzprobe. Wenn beispielsweise ein Fiitterungsexperiment mit einer einfach '3C-
markierten Substanz durchgefithrt wurde, erhoht sich die Intensitat des [M + 1]7-Peaks
deutlich. Bei den darauffolgenden Peaks nimmt die Intensitdt im geringeren Mafse zu.

Dieser Sachverhalt wird beispielhaft in Abbildung 2.19 dargestellt.

100 . [M*HI I :C-Uberschuss aus FE
[ |Referenz
80 -
X
C
£ [M+H+1]"
560 .
& [ ]
240 -
2
20
[M+H+3]* [M+H+5]"
0 T T H T — T - 1

872,3 873,3 874,3 875,3 876,3 877,3 m/z

Abbildung 2.19: Vergleich der Isotopenprofile eines Metaboliten natiirlichen

Ursprungs (grau) und aus einem Fiitterungsexperiment (FE, rot) in
Anlehnung an [108]

Um die absolute '*C-Anreicherung (Gl. 2.12, [109]) zu berechnen, erfolgt zuniichst die

Ermittlung und Gegeniiberstellung der relativen Intensitéten aller Isotopomerenpeaks
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der Referenz- und der Fiitterungsexperimentprobe. Der Molekiilpeak entspricht dabei
einer Intensitdt von 100 %. Fiir jedes Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis aus der Referenz
und dem Experiment wird die Differenz (A I,,,4,) berechnet und mit der Anzahl der
entsprechenden 3C-Atome des Isotopomers multipliziert. Beispielsweise ist die Diffe-
renz aus den Intensitidten der [M + 2]"-Peaks (A I,,12) zu verdoppeln. Im Anschluss
wird die Summe dieser Produkte gebildet und durch die Gesamtanzahl der Kohlenstof-
fatome im Zielmolekiil dividiert. Durch Multiplikation mit 100 wird der "*C-Uberschuss
gegeniiber der Referenzprobe erhalten. Der gesamte *C-Anteil der Probe ergibt sich

aus der Summe des 3C-Uberschusses und des natiirlichen *C-Vorkommens.

[AIm+1 + A]m—l-Q -2 + A]m+3 -3 + ...+ A]m+n . ’n]
n

abs.3C =

-100% (2.12)

2.7.3 NMR-Spektroskopie zur Untersuchung der

13C-Anreicherung

Der Vorteil der NMR-Spektroskopie besteht darin, dass festgestellt werden kann, an
welcher Position bzw. an welchen Positionen im Zielmolekiil ein *C-Einbau stattgefun-
den hat. Die Intensitit des NMR-Signals eines Kohlenstoffatoms erhéht sich gegeniiber
dem einer Referenzprobe, wenn dort eine *C-Markierung vorliegt. Fiir den Fall, dass
dieses Kohlenstoffatom ein oder mehrere benachbarte *C-markierte Kohlenstoffatome
besitzt, treten zusétzlich Kopplungen auf, deren Kopplungskonstanten Aussagen iiber
die chemische Natur des Nachbaratoms zulassen. Diese Kopplungssignale werden als
13C-Satelliten bezeichnet. Pro *C-markiertem Nachbar tritt je ein Satellit links und
rechts neben dem Zentralsignal auf [108]. Je mehr *C-markierte Nachbarn jedes Koh-
lenstoffatom hat, desto komplizierter wird das Satellitenmuster. Aus den oben genann-
ten Fiitterungsexperimenten mit Mehrfachmarkierung werden grofitenteils verschiedene
[sotopologen erhalten, deren Haufigkeit an der Intensitéat ihrer Satelliten abgeschétzt

werden kann. Eine Zusammenfassung ist in Abbildung 2.20 dargestellt.

Des Weiteren lisst sich die absolute '*C-Hiufigkeit in einer Position und die gleich-
zeitige Anreicherung zweier benachbarter Positionen einer Probe berechnen. Dafiir ist

der Vergleich mit dem Spektrum einer natiirlichen Referenzprobe derselben Konzen-
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Isotopologe 3C-NMR-Spektrum
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Abbildung 2.20: NMR-Signale aus den Isotopologen eines Fiitterungsexperiments mit
Mehrfachmarkierung in Anlehnung an [108]

tration bei gleichen Messbedingungen notwendig [14]. Die absolute 3C-Haufigkeit wird
ermittelt durch die Multiplikation von 0,011 mit dem Quotienten der Summe des Mul-
tiplettintegrals (/p5) und dem Integral des Referenzsignals (/ppr) der gewiinschten

Position (GI. 2.13).

I
abs.3C = £ .0,011% (2.13)

REF

Die BC-13C-Anreicherung fiir benachbarte Kohlenstoffatome resultiert aus dem Quoti-
enten aus der Summe der Satellitenintegrale (Ig,,) und dem gesamten Multiplettinte-
gral (1) multipliziert mit 100 %, wie Gleichung 2.14 zeigt. Eine grafische Darstellung
zu beiden Berechnungen ist in Abbildung 2.21 gezeigt.

I
Bo B0 = % - 100% (2.14)
FE
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Zentral+SAT2
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IFE = ISAT1+ ISAT3+ ISAT4+ IZentraI+SAT2 abs.%"C = (IFE/IREF) - 0,011

loar =4 (suri* lsars* lsar) /3 91013 = (ls,/1.2) - 100

SAT 'FE

Abbildung 2.21: Berechnung der absoluten *C-Hiufigkeit und der
13C-13C-Anreicherung an einer Position des Zielmolekiils anhand der
Signalintegrale im NMR-Spektrum des Fiitterungsexperiments
(links) und der Referenz (rechts)

2.8 Multivariat-statistische Auswertemethoden

Die multivariat-statistischen Verfahren kommen zum Einsatz, wenn die objektive In-
terpretation eines hochdimensonalen Datensatzes ermdoglicht werden soll. Das kann
beispielsweise auf Grund einer hohen Zahl von Objekten und Variablen oder grofter
Ahnlichkeit innerhalb der Daten nétig sein.

In dieser Arbeit erfolgte zum einen die Einteilung von Entwicklungsstadien der gelben
P. nudicaule Bliiten anhand ihres HPLC-DAD-Chromatogrammprofils bei 254 nm mit
Hilfe einer Cluster- und Diskriminanzanalyse. Die beiden Verfahren ergéanzen sich sehr
gut, da mittels Clusteranalyse Gruppen gefunden und diese im Anschluss durch eine
Diskriminanzanalyse analysiert werden kénnen [110]. Zum anderen wurde die Haupt-
komponentenanalyse verwendet, um die Duftprofile der verschiedenfarbigen P. nudi-
caule Bliiten zu untersuchen. Im Folgenden werden die drei Auswertemethoden vorge-
stellt. Zusétzliche Informationen zur Durchfithrung und dem mathematischen Hinter-
grund der drei Verfahren sind der weiterfiihrenden Literatur wie beispielsweise [110—

116] zu entnehmen.
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2.8.1 Clusteranalyse

Die Clusteranalyse gehort zu den multivariat-explorativen Methoden [113]. Sie bietet
die Moglichkeit, in einem Datensatz Objekte nach ihrer Lage im mehrdimensionalen
Raum bzw. ihrer Ahnlichkeit in sogenannte Cluster zu gruppieren. Hierin zeigt sich
der Unterschied zur Hauptkomponenten- und Faktorenanalyse, da bei ihnen meist die
Strukturierung der Variablen im Vordergrund steht [114]. Nach einer Clusteranalyse
soll die Ahnlichkeit innerhalb jedes Clusters moglichst grof und zwischen ihnen klein
sein. Das Ergebnis ist ein Dendrogramm, aus dem die Anzahl der verschiedenen Clus-
ter, ihre Distanzen zueinander und die enthaltenen Objekte abgelesen werden kénnen.
Ein grofer Abstand spiegelt ein stabiles Cluster wider [113|. Der Datensatz wird zu
Beginn der Analyse standardisiert (Gl. 2.15), um die Vergleichbarkeit von Daten mit

unterschiedlichen Dimensionen zu gewahrleisten.

0 1 ]
Zij = M mit Sj = E—— Z(JTZ] — ij)Q (215)

Bei der hierarchischen Clusteranalyse steht die Anzahl der Cluster zu Beginn nicht
fest [113]. Fiir jedes Objekt wird die Distanz zu allen anderen berechnet. Im Anschluss
erfolgt die Zusammenfassung dieser Ergebnisse in einer Distanzmatrix. Aus den berech-
neten Distanzen leitet sich ab, welche beiden Objekte die geringste Distanz und damit
die grokte Ahnlichkeit aufweisen. Nach dem Ersetzen ihrer Werte in der Distanzma-
trix durch die des neuen Clusters wiederholt sich der beschriebene Fusionierungsschritt

solange, bis nur noch ein Cluster existiert [115].

Fiir die Fusionierung gibt es verschiedene Algorithmen wie beispielsweise die Ward-
Methode [113]. Wenn diese mit dem quadriert-euklidischen Distanzmaf verwendet
wird, resultieren daraus Cluster, durch die die Gesamtvarianz am geringsten zunimmt.
Damit ist es moglich, die reale Struktur des Datensatzes widerzuspiegeln, solange
die Cluster vergleichbare Besetzungszahlen aufweisen. Die Bertiicksichtigung der Ge-
samtvarianz anstelle der kleinsten Distanz zwischen den Gruppen unterscheidet die
Ward-Methode von anderen héufig verwendeten Verfahren wie zum Beispiel Single-,

Complete- und Average-Linkage [110].
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2.8.2 Lineare Diskriminanzanalyse

Die Zuordnung von neuen Objekten in bestehende Gruppen (Klassifikation) und die
Ermittlung der Variablen, die zur Diskrimination beitragen, sind zwei Anwendungs-
moglichkeiten der linearen Diskriminanzanalyse [112]. Diese gehort zu den konfirmato-
rischen Verfahren, weil die Daten noch vor der Analyse mittels a-priori-Wissen grup-
piert werden. Die Vorabinformation kann beispielsweise aus der Clusteranalyse des

Datensatzes stammen.

Innerhalb der gegebenen Klassen wird zunéchst fiir jede Variable der Mittelwert er-
mittelt. Fiir die Diskriminierung sind nur solche Variablen zu beriicksichtigen, deren
Mittelwerte zwischen den Klassen voneinander abweichen [110]. Die Variablen werden
in einer Datenmatrix zusammengefasst und zur Bildung von Diskriminanzfunktionen
aus ihren Linearkombinationen genutzt [111, 113|. Als Diskriminanzkriterium dient das
Maximum aus dem Quotienten der Streuung zwischen und innerhalb der Klassen wie

Gleichung 2.16 zeigt.

QSzwischen

—————— = max! 2.16
QSinnerhalb ( )

Die grofitmogliche Zahl dieser Funktionen ist genau um eins kleiner als die der vor-
gegebenen Klassen. Die Diskriminanzfunktionen kénnen je nach Datensatz Geraden,
Fldchen bzw. Hyperflichen entsprechen, so dass in manchen Féllen eine grafische Dar-
stellung moglich ist [116]. Dabei ist zu beachten, dass es sich um einen n-dimensionalen

Raum handelt, bei dem n fiir die Anzahl der Variablen steht.

Um zu iiberpriifen, ob sich mit Hilfe der Diskriminanzanalyse eine gute Trennung
ergibt, existieren mehrere Moglichkeiten. Zum einen konnen die berechneten Diskri-
minanzfunktionen gegeneinander aufgetragen werden, um die Unterscheidung der vor-
gegebenen Klassen zu visualisieren. Jedoch tragt nicht jede Funktion zur Trennung
aller Klassen bei. Eine zweite Bewertungsmoglichkeit bieten mathematische Mafe wie
die kanonischen Korrelationskoeffizienten (Gl. 2.17), das Wilks-A-Kriterium (GI. 2.18)
oder Hotellings Spurkriterium (Gl. 2.19), wobei A\ dem Eigenwert, G der Kovarianz-

matrix innerhalb der Klassen und H der Kovarianzmatrix zwischen den Klassen ent-
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sprechen [112, 114]. Wenn die kanonischen Korrelationskoeffizienten nahe eins bzw.

Wilks-A nahe null liegen, wird eine gute Trennung der Gruppen erreicht.

(2.17)

R :f[ L (2.18)

T? = Sp (g) = i A (2.19)

2.8.3 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanaylse (engl. principal components analysis, PCA) dient dazu,
die Ursprungsvariablen durch eine geringe Zahl voneinander unabhéngiger Hauptkom-
ponenten darzustellen, wobei der anfingliche Informationsgehalt weitestgehend erhal-
ten bleibt [113]. Daraus ergibt sich eine Dimensionsreduzierung und somit eine Verein-
fachung, die oft die graphische Darstellung von hochdimensionalen Datensétzen in zwei
oder drei Dimensionen erméglicht. Dabei soll die Datenstruktur mit einer minimalen
Anzahl an Hauptkomponenten moglichst genau reproduziert werden, obwohl keine Be-
riicksichtigung der Einzelvarianz (spezielle Varianz und Messfehlervarianz) erfolgt und

so Informationsverlust auftreten kann [110].

Eine Voraussetzung fiir die Durchfiihrung der PCA ist, dass Zusammenhénge zwischen
den Variablen bestehen, die in der Kovarianz- bzw. Korrelationsmatrix wiedergege-
ben werden [113]. Die Variablen konnen so als Linearkombinationen der orthogonalen
Hauptkomponenten auftreten. Wenn keine Beziehung zwischen den Variablen besteht,
entspricht ihre Anzahl der maximalen Zahl an Hauptkomponenten. Das Produkt aus
der Scorematrix und der transformierten Matrix der Ladungen wird der zentrierten
Datenmatrix gleichgesetzt. Die Spalten der Ladungsmatrix entsprechen den Eigenvek-
toren aus der Kovarianz- bzw. Korrellationsmatrix. Der Betrag der Eigenwerte jeder

Hauptkomponenten ist ein direktes Maf fiir den Varianzanteil an der Gesamtvarianz.
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Hauptkomponente 1 reprasentiert den maximalen Anteil der Gesamtvarianz und die
von ihr unabhéngige Hauptkomponente 2 entspricht dem maximalen Anteil der Rest-
varianz [116]. Dieses Prinzip wiederholt sich, bis nur noch Hauptkomponenten mit
kleinen Eigenwerten auftreten. Die prozentualen Anteile der Hauptkomponenten an
der Gesamtvarianz lassen sich am sogenannten Screeplot ablesen [113]. Hier werden die
Eigenwerte in Abhéngigkeit von der Anzahl der Hauptkomponenten dargestellt. Aufser-
dem kann zur Identifizierung der relevanten Hauptkomponenten das Kaiser-Kriterium
herangezogen werden. Es gibt vor, ausschliellich Hauptkomponenten mit einem Eigen-

wert grofer eins zu beriicksichtigen.

Im Scoreplot werden die gewéhlten Hauptkomponenten gegeneinander aufgetragen und
die Objekte entsprechend ihrer Werte angeordnet. Aus dieser Darstellung lassen sich
auch Gruppierungen ablesen. Fiir den Fall, dass stattdessen im Koordinatensystem der
Hauptkomponenten die Ladungen aller Variablen dargestellt werden, kann gefolgert
werden, welchen Einfluss die Variable an der Hauptkomponente hat. Beispielsweise
nehmen Variablen nahe null kaum Einfluss auf die Hauptkomponente, wiahrend Varia-

blen mit dhnlichen Ladungen einen vergleichbaren Beitrag leisten.
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3 Experimentelles
3.1 Pflege der P. nudicaule Kultivare

Die Samen der P. nudicaule Kultivare summer breeze yellow und summer breeze oran-
ge wurden von der Jelitto Staudensamen GmbH und die von wonderland white und
matadore (rot) vom Fachhéndler Syringa bezogen. Die Aussaaten erfolgten im Ab-
stand von fiinf Wochen, wobei bis zur Knospenbildung zwischen acht bis zehn Wochen
vergingen. Ab diesem Zeitpunkt standen in einem Zeitraum von ein bis drei Monaten
Knospen und offene Bliiten zur Verfiigung. In unregelméfigen Abstédnden trat jedoch
bei dlteren Pflanzen ein Pilzbefall (Mehltau) auf. Sie wurden entweder mit dem Fungi-
zid Baymat (fliissig, 0,1 V%) behandelt oder entsorgt. Das Bliitenmaterial diente nach
einer chemischen Behandlung lediglich fiir die Isolation von Referenzsubstanzen. Al-
le in dieser Arbeit aufgefithrten Experimente wurden mit Proben gesunder Pflanzen

durchgefiihrt.

Am Tag herrschten in der Gewéchshauskabine 21 °C bis 23 °C und in der Nacht 19 °C
bis 21 °C bei einer Luftfeuchtigkeit zwischen 50 % und 60 %. Die gleichméfige Beleuch-
tung der Pflanzen wurde {iber bewegliche Lampen (Phillips Sun-T Agro 400 Na lights)
sichergestellt, die bei unzureichenden dufseren Lichtverhéltnissen von 7.00 bis 21.00 Uhr
zugeschaltet waren. Aufserdem erfolgte die tdgliche Bewésserung automatisch fiir etwa

zehn Minuten.

3.2 Synthesen

3.2.1 Hydrierung der Nudicauline

Alle wéihrend dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien und ihre Bezugsquellen sind in
Anhang C aufgefiihrt. Eine Ubersicht zu den technischen Parametern der verwendeten

Geréten sowie den Analysenmethoden befindet sich in Anhang D bzw. E.
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Zu einer methanolischen Losung von 5 mg Nudicaulin I bzw. II wurde 1 mg Palladium
auf Aktivkohle als Katalysator zugesetzt. Im Anschluss erfolgte das Sekurieren des Re-
aktionsgefifses und Anfiigen eines Septums mit Spritze. An diese konnte nun ein mit
Wasserstoff gefiillter Ballon befestigt werden, so dass nach und nach das Gas in die
Reaktionslosung stromte. Nach zwolfstiindigem Riithren bei Raumtemperatur erfolgte
die Abtrennung des Katalysators durch Filtration. Im Anschluss an analytische HPLC-
DAD-Messungen (Methode 1, Anhang E) wurde die Isolation des hydrierten Nudicau-
lins mittels praparativer HPLC (Methode 5, Anhang E) durchgefiihrt. Die Ausbeute
betrug fiir die beiden Dihydronudicauline jeweils 76 %. Daran schlossen sich umfas-
sende NMR-Experimente am 500 MHz Spektrometer sowie HR-ESI-MS-Messungen
(Methode 7, Anhang E) an.

3.2.2 Methylierung der Nudicauline

Zu einer Losung aus 5 mg Nudicaulin I bzw. II in trockenem DMSO wurden nach und
nach 30 mg Natriumhydroxidpulver unter kréaftigem Riihren hinzugefiigt. Nach voll-
standigem Losen der Base erfolgte die Zugabe von 1 ml Methyliodid. Im Anschluss
an das zweistiindige Rithren wurde eine analytische HPLC-DAD-Messung (Methode
2, Anhang E) durchgefiihrt, bevor die Reaktionslosung mit wenig Chloroform extra-
hiert, zweimal mit Wasser gewaschen und schliefslich getrocknet wurde. Mit Hilfe der
praparativen HPLC (Methode 6, Anhang E) erfolgte die Gewinnung des Reaktions-
produkts mit einer Ausbeute von 83 %. Daran schloss sich die Vorbereitung fiir die
NMR-Messungen am 500 MHz Spektrometer sowie HR-ESI-MS-Messungen (Methode
7, Anhang E) an.

3.2.3 Enzymatische Hydrolyse der Nudicauline

Vorversuche mit zwei Cellulasen, zwei Pektinasen und einer -Glucosidase ergaben,
dass ausschlieklich die Pektinase von Aspergillus aculeatus in der Lage war, die Nudi-
cauline zu hydrolysieren. Einer Lésung aus 5 mg Nudicaulin I bzw. I in 10 ml Essigséu-

repuffer (pH-Wert 5,0) wurden 1 ml Pektinase aus Aspergillus aculeatus hinzugefiigt
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und das Gemisch fiir zwei Stunden bei 55 °C geriihrt. Die Uberwachung der Reak-
tion erfolgte durch regelméfige Probennahmen und Messungen mittels analytischer
HPLC (Methode 1, Anhang E). Zur Beendigung der Reaktion dienten 5 ml Eisessig.
Die partiell hydrolysierten Nudicauline wurden durch préparative HPLC (Methode 5,
Anhang E) voneinander getrennt. Je nach Reaktionslaufzeit konnte einfach oder zwei-
fach glukosyliertes Nudicaulin I bzw. II isoliert werden. Es folgten NMR-Experimente
am 500 MHz Spektrometer und HR-ESI-MS-Messungen (Methode 7, Anhang E) mit
je 4 mg Substanz.

3.2.4 Darstellung von [2-13C]-p-Cumarsiure

Zunichst wurde 1 g [2-'3C|Malonsiure in 4 ml Pyridin vorgelegt [117]. Nachdem die
schwach exotherme Reaktion abgeklungen war, folgte die Zugabe von 1 g 4-Hydroxy-
benzaldehyd und 200 ul Piperidin. Im Anschluss wurde das Gemisch unter Riickfluss
fiir etwa zwanzig Minuten geriihrt. Die Beobachtung der typischen Kohlenstoffdioxid-
entwicklung blieb jedoch aufgrund des kleinen Ansatzes aus. Zum Auskristallisieren der
p-Cumarsiure dienten etwas Eis und konzentrierte Salzsdure. Die iiber Nacht entstan-
denen Kristalle wurden mittels Zentrifugation gewonnen und mit wenig kaltem Wasser
gewaschen. Die NMR-Analyse zeigte, dass es sich um das reine Produkt handelte. Die
Ausbeute betrug 90 %.

3.2.5 Herstellung von [!3Cy¢] Tryptamin

[**C,,]Tryptophan (43 mg) wurden in 20 ml Cyclohexanol mit 200 ul Cyclohexanon
gelost [118] und fiir drei Stunden bei 160 °C unter leichtem Riickfluss geriihrt. Nach
zwolfstiindiger Lagerung im Kiihlschrank hatten sich einige gelbe Kristalle gebildet.
Nun erfolgte die Zugabe von 3 ml Essigsdaure (5 %), so dass sich die Kristalle auflos-
ten. Dabei trat eine Trennung in eine gelbe und braune Phase auf. Die obere gelbe
Phase wurde abgenommen und filtriert, wahrend die braune Phase mit 3 ml Essigsdu-
re gewaschen und der Uberstand erneut abgetrennt wurde. Im Anschluss erfolgte die
Vereinigung der beiden Filtrate und die Zugabe von 3 ml Chloroform. Danach wur-

de Natriumhydrogencarbonat unter starkem Riihren hinzugefiigt bis das Schdumen
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aufhorte. Nun folgte eine weitere Filtration der gelben, wassrigen Phase und deren
Kiihlung fiir einige Stunden. Natriumhydroxid diente dazu, den pH-Wert der Losung
ins Alkalische zu verschieben, so dass sich iiber Nacht im Reaktionsgefafs bei -20 °C
Kristalle bildeten. Sie wurden filtriert und getrocknet. Laut einer Messung mittels ana-
lytischer HPLC (Methode 3, Anhang E) lag bei einer Ausbeute von 85 % eine Reinheit

von mehr als 97 % vor.

3.3 Durchfithrung der Experimente

3.3.1 Fiitterungsexperimente

Zunichst wurden die gewiinschte Menge an '3C-markierte Vorstufe (siche Tabellen in
Anhang B) und 200 mg Glucose in 50 ml destilliertem Wasser gelost und zur Sterili-
sation autoklaviert. Im Anschluss erfolgte die Ernte des Bliitenmaterials. Dabei wurde
darauf geachtet, ausschliefslich grofiere Knospen zu beproben, die deutlich {iber den
Blattern der Pflanzen standen. Mit einem Skalpell erfolgte die Zerkleinerung der Blii-
ten (ca. 1 g), die dann zur Fiitterungslosung gegeben wurden. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation auf einem Schiittler fiir durchschnittlich vier Tage, da bei lingerer Experi-
mentdauer mit bakteriellem bzw. fungalem Befall zu rechnen war. Schlieflich wurde mit
der Nudicaulinisolation begonnen wie im néchsten Abschnitt beschrieben. Eine sche-
matische Ubersicht iiber den Verlauf des Fiitterungsexperiments gibt Abbildung 3.1.
["*C,IGlucose
['*C,]Phenylalanin
['*C,]Essigséaure
[2-1*C]Malonsaure
["*C,JAnthranils&ure

[2-"3C]Indol
['*C,,]Tryptophan

3-5d 1. Nudicaulinisolation
2. NMR- & MS-Analyse

Abbildung 3.1: Schema Fiitterungsexperimente
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3.3.2 Trennungsgang und Nudicaulinisolation

In Schema 3.2 ist die Aufarbeitung von Bliitenmaterial und Fiitterungsexperimenten
zur Isolation der Nudicauline dargestellt. Als Erstes wurde das Bliitenmaterial mehr-
fach mit Methanol extrahiert, bis es farblos war. Danach erfolgte die Trocknung des

Extrakts.

‘ Extraktion mit MeOH ‘

A

+—{ Festphasenextraktion ‘

A1: polare Metabolite ¢ A2
A3: i
3: unpolare Metabolite ‘Starker Kationenaustausch}—+
¢ B3 B1: Kédmpferolderivate
- B2: Gossypetinderivate
‘ Verseifung ‘
¢ B3vs

‘ Festphasenextraktion ‘

v
C1: Malonat L C2

‘ Isolation mit prap. HPLC ‘

.

‘ Nudicaulin | ‘ ‘ Nudicaulin [l ‘

Abbildung 3.2: Trennungsgang zur Nudicaulinisolation modifiziert nach [15]

Der zweite Aufarbeitungsschritt bestand in einer Festphasenextraktion (engl. solid
phase extraction, SPE), um die polaren Verbindungen wie beispielsweise Zucker und
Aminosiuren abzutrennen. Die SPE-RP18-Siule (Discovery® DSC-18 SPE, Sigma-
Aldrich) wurde mit Methanol gespiilt und mit Wasser dquilibriert, bevor der in Was-
ser aufgenommene Extrakt aufgetragen wurde. Die Elution erfolgte schliefslich in drei
Schritten. Die polaren Verbindungen konnten als Erstes mit Wasser gewonnen wer-
den (Fraktion Al). Im zweiten Schritt wurden die weniger polaren Verbindungen, wie
die Nudicauline und Kémpferole, mit einem Methanol/Wasser-Gemisch (1:1 Vol. %)
vom Adsorbens eluiert (Fraktion A2). Danach erfolgte die Gewinnung der unpolaren
Substanzen mit Methanol (Fraktion A3). Alle drei Fraktionen wurden im Anschluss

getrocknet und zuriickgestellt.

Im sauren Milieu weisen die Nudicauline durch Protonierung am Stickstoff eine posi-
tive Ladung auf, sodass sie sich von ungeladenen Verbindungen wie den Kampferolen

durch starken Kationenaustausch (engl. strong cation exchange, SCX) trennen lassen.
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Dazu wurde die SCX-Séule (Discovery® DSC-SCX SPE Sigma-Aldrich) mit Methanol
gespiilt und im Anschluss mit Natriumdihydrogenphosphat-/ Dinatriumhydrogenphos-
phatpuffer (pH-Wert 5,8 [119]) dquilibriert. Wahrenddessen erfolgten das Losen der
Fraktion A2 in Puffer und das Auftragen auf die Saule. Die Elution der Verbindungen
umfasste wieder drei Schritte. Fraktion B1 wurde mit dem Puffer und Fraktion B2
mit Methanol von der Saule gewaschen. Mit Hilfe von ammoniakalischem Methanol
erfolgte die Elution der Fraktion B3. Anschlieftend wurden die Eluate getrocknet und
aufbewahrt.

Die Glucosesubstituenten A und/oder C der Nudicauline III bis VIII liegen mit Ma-
lonséure substituiert vor. Um die Analyse der beiden Diastereomere zu ermdoglichen,
war eine Verseifung im alkalischen Milieu erforderlich. Dazu wurde die Fraktion B3
in Wasser gelost, mit 1 M Natriumhydroxidlésung versetzt und 30 Minuten geriihrt.
Der Reaktionsabbruch erfolgte durch die Zugabe von Eisessig. Die daraus gewonnene

Fraktion B3vs wurde getrocknet.

Um die Nebenprodukte der Verseifung und mogliche Pufferreste des Kationenaus-
tauschs zu beseitigen, schloss sich an die Verseifung eine erneute Festphasenextraktion
an. Thr Ablauf entspricht dem der Festphasenextraktion im zweiten Aufarbeitungs-
schritt. Die Fraktionen C1 bis C3 wurden im Anschluss getrocknet. Das Eluat C2 ent-
hielt die beiden Nudicaulindiastereomere, die nun mittels praparativer HPLC-DAD iso-
liert werden konnten (Methode 5, Anhang E). Im Anschluss folgten NMR-Experimente
am 500 MHz Spektrometer bzw. 700 MHz Spektrometer (FE mit Indol und Tyrosin)
sowie HR-ESI-MS-Messungen (Methode 7, Anhang E).

3.3.3 Einteilung Entwicklungsstadien

Fiir die Einteilung der Entwicklungsstadien in gelb blithenden P. nudicaule erfolgte zu-
néchst die Ernte aller 23 Knospen von fiinfzehn Pflanzen zum selben Tageszeitpunkt.
Das gesamte Bliitenmaterial einer Knospe wurde dabei als Probe verwendet. Nach
zehnminiitiger Extraktion mit Methanol im Ultraschallbad wurden die Proben zentri-
fugiert, filtriert (Filterporengrofe 0,45 pm) und schlieflich getrocknet. Daran schloss
sich die HPLC-DAD-Analyse (Methode 3, Anhang E) an, wobei die Proben eine Kon-

zentration von 3 mg/ml aufwiesen und je 10 pl zur Messung verwendet wurden. Die
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Detektionswellenldngen waren 210, 254, 280, 350 und 460 nm. Im weiteren Verlauf
wurden die Proben dem Protokoll der Nudicaulinisolation (siche Abschnitt 3.3.2) un-
terzogen, wobei bei jedem Aufarbeitungsschritt fiir alle Fraktionen analytische HPLC-
DAD-Messungen (Methode 3, Anhang E) erfolgten. In ausgewéhlten Fillen wurden
ebenfalls LC-MS-Messungen (Methode 8, Anhang E) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wer-
de in Abschnitt 4.3 vorgestellt und sind Grundlage fiir die anschliefende Proteom- und

Transkriptomanalyse.

Des Weiteren erfolgte die Einteilung der Bliitenentwicklung in Stadien fiir die weiff und
orange bliithenden P. nudicaule Kultivare im Rahmen eines Praktikums durch Bettina
Dudek [120]. Die hier erhaltenen Ergebnisse wurden ebenfalls zur Probennahme fiir die

Transkriptomanalyse herangezogen.

3.3.4 Duftsammlung

Zur Sammlung der fliichtigen Verbindungen diente ein am Institut bewéhrter Ver-
suchsautbau mit einem 2 1 Glaszylinder und Pumpensystem. Jedes Experiment erfolg-
te an einzelnen frisch gedffneten Bliiten. Eine zweiteilige Teflonscheibe separierte die
Bliite im Glaszylinder von den {ibrigen Pflanzenteilen, so dass das System abgeschlos-
sen war. Nun wurde von oben durch Aktivkohle gefilterte Luft (0,4 1/min) zugefiihrt
und bei richtiger Platzierung des Materials direkt neben der Bliite mit 0,2 1/min wie-
der abgepumpt. Hier war aufserdem ein Glasfilter mit Glaswolle sowie 20 mg Filter-
material (Super-Q, Alltech Associates Inc.) zur Adsorption der fliichtigen Substanzen
angebracht. Die Versuchsdauer betrug etwa sieben Stunden. Danach wurden die gesam-
melten Verbindungen mit 1 ml Dichlormethan vom Filtermaterial eluiert, auf 200 ul
unter Stickstoffstrom eingeengt und je 1 pl ohne Split mittels GC-MS (Methode 9, An-
hang E) gemessen. Die Identifizierung der Verbindungen erfolgte durch Vergleich der

Massenspektren und Kovats-Indizes mit denen von Referenzsubstanzen.

3.3.5 Probenvorbereitung Proteomanalyse

Durch Vorversuche mit verschiedenen Proteinextraktionsprotokollen wurde eine Pro-

benmenge von 3 g pro Entwicklungsstadium ermittelt. Daraus resultierte, dass eine
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einzige Probennahme an den vorhandenen zwanzig Pflanzen nicht ausreichte, um diese
Menge fiir jedes der fiinf Stadien zu gewinnen. Aus diesem Grund erfolgten insgesamt

fiinf Probennahmen an diesen Pflanzen im Abstand von vier bis fiinf Tagen.

Alle verfiigharen Knospen wurden geerntet und sofort mit Eis gekiihlt. Im Anschluss
erfolgten das Entfernen der Bliitenblatter und die Einteilung in das jeweilige Entwick-
lungsstadium. Das zugeordnete Probenmaterial wurde unter Kiihlung mit fliissigem
Stickstoff in 50 ml Kunststoffrohren zwischengelagert. Nach Beendigung der Einteilung
erfolgte die Zerkleinerung der Proben in einem Morser, wobei ebenfalls mit fliissigem
Stickstoff gekiihlt wurde. Schlieflich erfolgte das Abfiillen der Proben in Kunststoff-

rOhrchen und die Lagerung bis zur Proteinextraktion bei -80 °C.

Die Proteine wurde mit Hilfe einer phenolischen Extraktionsmethode [121] gewonnen.
Dazu erfolgten zunéchst die Suspension der tief gefrorenen Proben in Extraktions-
puffer (pH-Wert 8,0 aus 500 mM TRIS-HCI, 50 mM EDTA, 700 mM Sucrose und
100 mM KC1, 2 % p-Mercaptoethanol, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid), Homoge-
nisierung und Schiitteln bei Eiskiihlung fiir zehn Minuten. Danach wurde das gleiche
Volumen TRIS-geséattigtes Phenolpuffer hinzugefiigt und fiir weitere zehn Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Um die wéssrige und phenolische Pha-
se voneinander zu trennen, erfolgte eine zehnminiitige Zentrifugation (5500 g bei 4 °C).
Die obere, organische Phase wurde vorsichtig abgenommen, in ein neues Tube iiber-
fiihrt und noch einmal mit Extraktionspuffer fiir drei Minuten gewaschen, bevor sich
eine weitere Zentrifugation fiir zehn Minuten (5500 g bei 4 °C) anschloss. Nun erfolgten
die Uberfiihrung der phenolischen Phase in ein neues Tube und die Zugabe des vierfa-
chen Volumens an Fallungsreagenz (0,1 mM Ammoniumacetat in Methanol). An das
Homogenisieren des Gemisches schloss sich die Lagerung {iber Nacht bei -20 °C an, um
eine vollstandige Féllung zu ermoglichen. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation (5500 g
bei 4 °C) wurde das entstandene Proteinpellet dreimal mit Féllungsreagenz und schliefs-
lich mit Aceton gewaschen. Nach jedem Waschschritt folgte ein Zentrifugationsschritt
(5 min, 5500 g bei 4 °C). Das Pellet wurde danach unter Vakuum getrocknet. Erst
dann erfolgte die Zugabe des Puffers fiir die isoelektrische Fokussierung (7 M Urea,
2 M Thiourea, 2 % CHAPS, 20 mM TRIS, 0,5 % Pharmalytes pH 3-11). Die Suspensi-
on wurde fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Die Quantifizierung

der Proteine erfolgt mit Hilfe der Bradfordmethode [122].
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Um einen direkten Vergleich der Proteinzusammensetzungen zwischen den Entwick-
lungsstadien zu ermdglichen, wurde die 2D-differentielle Gelelektrophorese (Abk. 2D-
DIGE) nach dem Protokoll [123] mit Hilfe eines Kits (Refraction-2D Labeling Kit, NH
DyeAGNOSTICS GmbH) eingesetzt. Auf jedem der fiinfzehn Gele wurden insgesamt
drei Proteinproben getrennt. Eine Probe entsprach dabei dem interner Standard aus
allen fiinf Entwicklungsstadienproben, die iibrigen beiden Proben waren von je einem
Entwicklungsstadium. Jede dieser Proben wurde mit einem Fluoreszenzfarbstoft verse-
hen, der kovalent an die Aminosaure Lysin binden kann. Die drei Fluoreszenzfarbstoffe
unterschieden sich in ihren Anregungs- und Emissionwellenléngen, daher konnten die
Proteine der einzelnen Proben getrennt voneinander detektiert werden. Die fiinfzehn
Gele setzten sich aus je drei technischen Replikaten von randomisierten Probenkombi-
nationen zusammen, die mit der jeweiligen Farbstoffmarkierung der Proben in Tabel-

le 3.1 wiedergegeben ist.

Tabelle 3.1: Probenzusammensetzung und Farbstoffmarkierung der 2D-DIGE-Gele

Farbstoff 1 Farbstoff 2
Gel 1 ES-1 ES-3
Gel 2 ES-2 ES-5
Gel 3 ES-3 ES-4
Gel 4 ES-5 ES-2
Gel 5 ES-4 ES-1

Die Gele wurden nach der Fluoreszenzmessung bis zu ihrer weiteren Verwendung bei
4 °C in 3 % Essigsaure gelagert. Mit Hilfe der Software Delta2D (Decodon) erfolg-
te die Auswertung und der Vergleich der einzelnen Gelbilder. Der Vorteil dieser 2D-
DIGE-Methode besteht darin, dass die interessanten Proteine direkt ausgeschnitten
und nach kurzer Probenvorbereitung mittels Massenspektrometrie gemessen und durch
Abgleich mit Datenbanken identifiziert werden kénnen. Die Durchfithrung und Auswer-
tung der beschriebenen Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit Yvonne Hupfer,
Dr. Natalie Wielsch und Dr. Ale§ Svatos der Massenspektrometrie- und Proteomics-

gruppe des Max-Planck-Instituts fiir chemische Okologie.
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3.3.6 Probenvorbereitung Transkriptomanalyse

Im Gegensatz zur Proteinextraktion kommt die Extraktion der RNA mit sehr we-
nig Probenmaterial aus. Die Probennahme erfolgte an denselben Pflanzen, wie fiir die
Proteomanalyse. Zur Analyse der weifs, gelb und orange blithenden P. nudicaule Pflan-
zen wurde pro Entwicklungsstadium eine Knospe ausgewéhlt und die Bliitenblétter
entfernt. Mit dem methanolischen Extrakt eines der vier bis fiinf Bliitenblatter erfolg-
te eine HPLC-DAD-Analyse zur Uberpriifung des Entwicklungsstandes (Methode 3,
Anhang E). Die iibrigen wurden sofort in 0,45 ml Lysepuffer getaucht, der in einem
2 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt war. Danach wurde die Probe direkt in fliissigem
Stickstoft gefroren. Aufserdem befanden sich in den Zentrifugenrohrchen je zwei Stahl-
kugeln (Durchmesser 3 mm), die spiter bei der Aufarbeitung zur Zerkleinerung und
Homogenisierung dienten. Die Proben wurden bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C auf-

bewahrt.

Die RNA-Extraktion erfolgte bei Raumtemperatur an einem sterilen RNA-Arbeitsplatz
mit Hilfe des innuPREP RNA Mini-Kits (LifeScience unlimited - analytik jena Biome-
tra) und dessen Protokoll 1 aus der zugehorigen Anleitung. Im Folgenden wurden die
aufgetauten Proben bei 50 Hz mit einem TissueLyser LT (Qiagen) homogenisiert und
fiir eine Minute bei 10000 g zentrifugiert, nachdem die Stahlkugeln aus den Probenge-
fafsen entfernt worden waren. Danach wurde {iber Festphasenextraktionssaulen des Kits
die genomische DNA aus den Proben entfernt und die Filtrate fiir zwei Minuten bei
10000 g zentrifugiert. Nun erfolgte die Zugabe einer Losung aus 70 % Ethanol und 30 %
RNA-freiem Wasser, deren Volumen, dem der Proben entsprach. Im néchsten Schritt
wurde iiber eine weitere Festphasenextraktion die RNA adsorbiert, zweimal gewaschen,
danach getrocknet und mit 30 pul RNA-freiem Wasser inkubiert, bevor sie schliefslich
unter Eiskiihlung eluiert wurde. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei

-80 °C aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Konzentration der extrahierten RNA erfolgten Messungen von je
1 pl jeder Probe mit einem Spektrophotometer (ND-1000, Peqlab) im Wellenldngen-
bereich zwischen 220 nm und 350 nm. Bei einer Wellenldnge von 260 nm entspricht
die Absorptionseinheit Asgy 40 ng/ul m-RNA. Der Quotient aus der Absorption von
260 nm und 280 nm fiir saubere RNA liegt bei 1,9 - 2,2. Er wurde fiir alle bearbeiteten
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Proben eingehalten, wobei die RNA-Konzentrationen aus den fiinf Entwicklungsstadien
der gelb, weifs und orange blithenden P. nudicaule Pflanzen materialabhéngig zwischen

80 ng/ul und 350 ng/ul lagen.

Um die Qualitit der isolierten RNA zu bewerten, wurden 1 ul der Proben mit dem
Kit RNA 6000 Nano (Agilent) und dessen Anleitung aufgearbeitet und am Agilent
2100 Bioanalyzer gemessen. Auf dem Chip des Kits kénnen insgesamt zwolf RNA-
Proben mit einem Standard durch Kapillarelektrophorese parallel analysiert werden.
Dazu erfolgt zundchst die Vorbereitung und das Auftragen des Matrixgels, des RNA-
Anfarbemittels und des RNA-Markers auf den Chip, bevor die Proben in die fiir sie
vorgesehenen Wells pipettiert werden. Die Trennung der RNA-Fragmente nach ihrer
Grofe und Laufzeit erfolgt im Anschluss durch das bei der Bioanalyzer-Messung ange-
legte elektrische Feld. Zur Detektion wird ihre Fluoreszenz genutzt. Aus der Intensitét
der Fluoreszenz und der Laufzeit ermittelte die Software Elektropherogramme und die
Konzentration der RNA durch den Paramtervergleich mit dem mitgefiihrten Standard.
Da sowohl die Qualitdat als auch die Konzentration der RNA-Proben aus den Ent-
wicklungsstadien der gelben, weiffen und orangen Kultivare den Anspriichen geniigten,

konnten Transkriptomanalysen durchgefiihrt werden.

Die Transkriptomsequenzierung wurde beim Max-Planck-Genome-Center-Koln in Auf-
trag gegeben. Die Aufarbeitung der Daten (Assemblierung, Genexpressionsanalysen,
Annotierungen) erfolgte in Kooperation mit Dr. Heiko Vogel (Max-Planck-Institut fiir
chemische Okologie).

3.3.7 MaBnahmen zur Qualitatssicherung

Unter dem Begriff Qualitétssicherung werden alle Praventivmafnahmen zusammen-
gefasst, die darauf abzielen, alle Qualitdtsanforderungen bzw. ihre Bestimmungen zu
erfiillen [124]. Dies ist insbesondere fiir die Prozesse und Ergebnisse in der analytischen
Chemie und ihren Anwendungsgebieten wie beispielsweise in Forschung und Entwick-

lung, Pharmazie sowie Lebensmittelproduktion relevant.

In der vorliegenden Arbeit standen qualitative Analysen im Vordergrund, dafiir wurden

viele verschiedene Mafnahmen zur Qualitatssicherung ergriffen. Sie werden im Folgen-
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den vorgestellt und sind den jeweiligen Experimenten zugeordnet. Der Versuch der
Quantifizierung der Nudicauline in Rohextrakten und Bliitenbléttern mittels HPLC-
DAD-Analyse und Massenbilanz sowie die Quantifizierung der ebenfalls auftretenden

Kémpferolderivate war Teil zweier Untersuchungen von Bettina Dudek [125, 126].

Pflanzen und Blitenmaterial

Die Samen des jeweiligen P. nudicaule Kultivars wurden stets vom selben Héndler
bezogen, so dass Unterschiede in der Biochemie aufgrund abweichender Herkunft aus-
geschlossen werden konnen. Des Weiteren erfolgten Probennahmen des Bliitenmate-
rials fiir alle beschriebenen Experimente ausschlieklich an gesunden Pflanzen. Damit
wurde sichergestellt, dass die gewonnenen Ergebnisse nicht durch eine verminderte
Aktivitdt der Nudicaulinbiosynthese oder anderer biochemischer Vorgéange (z.B. Duft-
produktion) zugunsten von Immunreaktionen beeinflusst wurden. Aufserdem erfolgten
die Probennahmen fiir vergleichende Analysen stets zum selben Tageszeitpunkt, so
dass Unterschiede aufgrund von tagesperiodischen Anderungen im Metabolitenprofil

ausgeschlossen werden konnen.
Synthesen

Fiir alle Synthesen wurden die Chemikalien mit dem hochsten im Handel erhéltli-
chen Reinheitsgrad genutzt. Die Uberpriifung der '*C-Markierung der eingesetzten
p-Cumar- und Malonséure erfolgte mittels 1*C-NMR-Spektroskopie. Zur Feststellung
der Reinheit der isolierten Nudicaulindiastereomere (Einsatz als Edukte) und der ge-
wonnenen Reaktionsprodukte kamen sowohl HPLC-DAD-Messungen als auch NMR-
Spektroskopie zum Einsatz. Die Qualitdt der Proben wurde im Fall der analytischen
HPLC-DAD-Analyse anhand der auftretenden Signale, ihrer Retentionszeiten und UV-
Spektren im Vergleich zu denen von zuvor isoliertem Nudicaulin I bzw. II beurteilt. Bei
den NMR-Messungen der Nudicaulindiastereomere und ihren Derivaten wurde Tetra-
methylsilan als interner Standard verwendet, wobei die Auswertung durch den Vergleich
von Signalen und ihren chemischen Verschiebungen mit Referenzspektren erfolgte. Bei
beide Analysenmethoden wurde darauf geachtet, dass das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
mindestens 3:1 betrug. Sowohl die Ausbeuten der einzelnen Synthesen als auch die
Ergebnisse der analytischen Charakterisierung waren bei Wiederholung reproduzier-

bar.
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Fiitterungsexperimente

Die Fiitterungslosungen wurden vor der Zugabe des zerkleinerten Bliitenmaterials au-
toklaviert, um Kontamination mit Mikroorganismen auszuschliefsen, die Einfluss auf die
Metaboliten nehmen kénnten. Fiir alle NMR-Messungen der *C-markierten Nudicau-
line aus den verschiedenen Fiitterungsexperimenten erfolgte jeweils eine weitere Ver-
gleichsmessung von aus Bliitenblédttern isoliertem Nudicaulin I bzw. IT unter den glei-
chen Messbedingungen (Probenmenge, Losungsmittel, Volumen, Messparameter etc.)
mit Tetramethylsilan als internen Standard. Auferdem wurde zur Maximierung der
Spektrenqualitéit darauf geachtet, fiir jede Messung den bestmdglichen Shim zu errei-
chen. Die Dauer der NMR-Messung bzw. die Anzahl der Scans wurde so angepasst,
dass ein Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von mindestens 5:1 bestand. Die Gegeniiberstel-
lung beider NMR-Spektren (FE und Referenz) wurde zur Berechnung der absoluten
1BC-Haufigkeit und der '3C-'3C-Anreicherung herangezogen, um die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse verschiedener Fiitterungsexperimente zu gewéhrleisten. Dasselbe galt
ebenfalls fiir die HR-MS-Messungen von *C-markierten und unmarkierten Nudicauli-

nen, die ebenfalls mehrfach gemessen wurden.

FEinteilung Entwicklungsstadien

Die Probennahme des Bliitenmaterials fand zum selben Tageszeitpunkt statt, damit
mogliche tagesperiodische Verdnderungen im Metabolitenprofil die Ergebnisse nicht
beeinflussen konnten. Wahrend der Aufarbeitung wurde eine Blindwertprobe mitge-
fithrt, um etwaige Kontaminationen im Laufe des Trennungsgangs zu beurteilen. Es
zeigte sich in der HPLC-DAD-Analyse, dass keine Verunreinigung auftrat. Bevor die
eigentlichen HPLC-DAD-Messungen begannen, erfolgte die Bestdtigung der Drucksta-
bilitdt des Geréts durch einen Software gesteuerten Test und die Uberpriifung der
Richtigkeit der Fliefsgeschwindigkeit {iber ein aufgefangenes Volumen pro Zeit. Um
moglichen geritetechnischen Schwankungen entgegenzuwirken, wurden alle Proben bei
einer hohen Konzentration (3 mg/ml) in randomisierter Reihenfolge und bei fiinf ver-
schiedenen Wellenldngen gemessen. Damit ein Signal in den Chromatogrammen dieser
HPLC-DAD-Analyse bei der anschliefsenden Auswertung berticksichtigt werden konn-
te, musste ein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von mindestens 3:1 vorliegen. Pro Probe

erfolgte die Berechnung des relativen Flichenanteils jeder Substanz durch Normierung
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der Gesamtflache auf 100 %, um den Vergleich zu ermoglichen. Weiterhin wurden die
UV-Spektren der einzelnen Peaks gleicher Retentionszeit miteinander verglichen, um

Uberlagerungen aufzudecken.

GC-MS-Analyse zur Duftzusammensetzung

Da zunéchst die Identifizierung und nicht die Quantifizierung der Verbindungen in den
Proben der Duftsammlungsexperimente im Vordergrund stand, wurde auf das Mitfiih-
ren eines internen Standards verzichtet. In jedem Fall wurde dieselbe Messmethode
herangezogen und ein Blindwertabgleich durchgefiihrt, um mogliche Kontaminationen
der GC-Saule festzustellen. Mit Hilfe der Kovats-Indizes und der Massenspektren von
Referenzsubstanzen gelang die Bestimmung der einzelnen Substanzen. Dabei wurden
nur Peaks mit einem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von mindestens 3:1 berticksichtigt.
Fiir jede Probe erfolgte die Berechnung des relativen Flachenanteils aller Substanzen
durch Datennormierung auf 100 %, um die Vergleichbarkeit von verschiedenen Proben
zu ermoglichen. Die Daten zum Duftprofil der weifs und gelb blithenden Kultivare wur-
den auf Normalverteilung, Ausreifferfreiheit und Varianzenhomogenitit getestet, um
danach mittels t-Test auf signifikante und zuféllige Unterschiede untersucht zu wer-

den.

Proteomanalyse

Das Material fiir die Proteomanalyse stammt aufgrund der erforderlichen Menge aus
verschiedenen Probennahmen, so dass keine Aussage liber die biologische Variabilitat
des Proteoms der beprobten Pflanzen getroffen werden kann. Das sténdige Kiihlen der
Proben mit Eis bzw. fliissigem Stickstoff diente dem Unterbinden jeglichen Proteinab-
baus. Fiir die 2D-DIGE-Experimente wurde ein interner Standard aus allen Proteinen
der ES hergestellt und in jedem der fiinfzehn Gele mitgefiihrt, um die Vergleichbarkeit
zwischen den Gelen zu gewihrleisten. Weiterhin erfolgte die Verteilung der Proben aller
fiinf ES randomisiert auf die fiinf Gele, wobei jede ES-Probe auf je zwei Gele aufgetra-
gen und dabei einmal mit Farbstoff 1 und einmal mit Farbstoff 2 versehen wurde. Zur
Feststellung der Reproduzierbarkeit erfolgte die technische Replikation fiir jedes Gel

dreimal.
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Transkriptomanalyse

Um zu verifizieren, dass die jeweilige Bliitenprobe dem per Auge zugeteilten ES ent-
sprach, wurde ein Teil des Materials extrahiert und zur Uberpriifung einer HPLC-DAD-
Analyse unterworfen. Der Vergleich der Chromatogramme mit denen von Proben, bei
denen das ES bereits definiert war, ermoglichte in jedem Fall die Bestéatigung des zuvor
zugeordneten Stadiums. Das sofortige Einfrieren der Proben mittels fliissigen Stickstoff
verhinderte den Abbau der zu analysierenden RNA durch Enzyme und minimierte so
Verluste wahrend der Lagerung. Wahrend der Probenvorbereitung wurden unterschied-
liche Vorsichtsmafnahmen ergriffen, mogliche Kontaminationen zu vermeiden (steriler
Arbeitsplatz, Chemikalien mit zertifizierter Reinheit, spezielle Handschuhe usw.). Den
Messungen der RNA-Konzentration am Spektralphotometer gingen Blindwertmessun-
gen (RNA-freies Wasser) voraus. Die Bestimmung der RNA-Qualitét erfolgte durch das
Mitfithren eines internen Standards, auf den alle Messwerte der RNA-Proben bezogen

wurden.
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4 Auswertung der Ergebnisse

4.1 Strukturaufklarung

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse diskutiert, die zur Revision der Nudicau-
linstruktur fithrten [15]. Sie resultieren aus der Auswertung der NMR-Daten von Nu-
dicaulin I und II sowie zuvor synthetisierten Derivaten. Die Bestimmung der relati-
ven Konfiguration beider Diastereomere erfolgte aus den Befunden von NOE-NMR-
Experimenten. Mit Hilfe der Auswertung von experimentellen und quantenchemisch
berechneten UV- und CD-Spektren gelang die Aufklarung der absoluten Konfiguration.
Dies wurde von Kooperationspartnern (Prof. Bringmann, A. Schaumléffel, Universitét

Wiirzburg) durchgefiihrt.

Die 2006 verdffentlichte Studie zeigte, dass die gelben P. nudicaule Bliiten acht Nudi-
cauline als farbgebende Substanzen enthalten [13]. Durch basische Hydrolyse erfolgte
die Entfernung aller Malonsaurereste an den Zuckereinheiten, so dass zwei Diastereo-
mere mit je einer Glucose und einem Sophorosesubstituenten gewonnen wurden. Auf
Grundlage von MS- und NMR-Daten folgte die Erarbeitung eines ersten Strukturvor-
schlags fiir Nudicaulin I und II, der erstmals auch die aufsergewohnliche Molekiilkombi-
nation aus Indolalkaloid und polyphenolartiger Teilstruktur berticksichtigte, siche Ab-
bildung 4.1 links. Dadurch wurde das wissenschaftliche Interesse auf die Biosynthese

der Nudicauline gelenkt.

Dennoch zeigten die vorgeschlagenen Strukturen einige Nachteile. Beispielsweise wiirde
der stickstoffhaltige Sechsring e das gesamte Aglykon unter hohe Spannung setzen.
Des Weiteren passten die Absorptionseigenschaften der einzelnen konjugierten Systeme
nicht mit dem Maximum bei 460 nm zusammen. Diese Befunde stellten die Richtigkeit
der publizierten Vorschldge infrage, so dass im Rahmen dieser Arbeit zunéchst das

Strukturproblem detailliert untersucht wurde.

Die Abbildung 4.1 stellt den Vorschlag von 2006 und die Nudicaulinstrukturen ge-
geniiber, die ein Ergebnis dieser Arbeit sind. Bei dem revidierten Aglykon handelt es
sich um 12-(4-Hydroxyphenyl)-3,11-dihydrobenzoe-furo|2’,3':1]-cyclopenta|1,2-b]indol-

5,7,11-triol. Die Eigenschaften des konjugierten Systems der neuen Strukturen stimmen
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mit den experimentellen UV-Spektren iiberein. Weiterhin stehen die Aglykone nicht

unter Spannung.

Glc A Glc/
Glc B Gic

Glc A cid

Glc B Glc

OH

OH

Abbildung 4.1: Strukturvorschlag 2006 (links) nach [13| und revidierte Struktur der
Nudicauline (rechts) nach [15]

Um die Struktur der Nudicauline zu bestéitigen, wurden Derivate durch Hydrierung,
Methylierung und enzymatische Hydrolyse synthetisiert. Die entsprechenden Synthe-
sevorschriften und die Details zu den genutzten Analysemethoden sowie die geréte-
technischen Informationen sind im Kapitel 3 aufgefiihrt. Alle im Folgenden genannten
NMR-Spektren bzw. ihre Ausschnitte konnen in der freizugénglichen ,supporting in-

formation“ zu [15] eingesehen werden.

4.1.1 HSQC- und HMBC-Korrelationen im Nudicaulin |

Das Singulett des Protons H-3 (6 5,63) und die folgenden Spinsysteme konnten mit
Hilfe von HSQC- und HMBC-Korrelationen dem Aglykon zugeordnet werden:

e AX-System: H-6 und H-8 im Ring a
e Vierspinsystem: H-15 bis H-18 im Ring d
o AA’XX'-System: H-2'/6’ und H-3'/5" im Ring f

Fiir H-3 traten HMBC-Korrelationen mit insgesamt neun Kohlenstoffatomen auf. Sie

sind schematisch in Abbildung 4.2 zusammengefasst.
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GlcO

<—— HMBC-Korrelation
(MeOH-d4)

p schwache HMBC-Korrelation
Uber 4 Bindungen

OH

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der HMBC-Korrelationen von H-3 im
Spektrum von Nudicaulin I (aufgenommen in MeOH-d4 )

Aus den Korrelationen mit C-4 (§ 101,6), C-5 (6 156,3) und C-9 (§ 162,0) folgte, dass
zwischen C-3 und C-4 an Ring a eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung besteht. Die
Wechselwirkungen von H-3 mit C-2 (§ 177,7) und C-13 (§ 131,2) zeigten die Verbindung
zum stickstoffhaltigen Ring c. Die direkte Nachbarschaft von C-2 zum Stickstoffatom
ergab sich aus der Signalverschiebung zum tiefen Feld. Zusammen mit den zusétzlichen
Korrelationen von H-3 mit C-12 (0 168,4) und dem Acetalkohlenstoff C-11 (0 126,7)
bilden C-3, C-2, C-13, C-12 und C-11 den Ring e. Ring a und Ring e werden mitein-
ander durch den Ring b aus C-3, C-4, C-11 und C-9 mit einem Sauerstoffatom zwi-
schen den letztgenannten Kohlenstoffatomen verbunden. Aus der HMBC-Korrelation
von H-2'/6' (6 139,2) mit C-12 konnte geschlussfolgert werden, dass sich an C-12 der
4'-Hydroxyphenylring f anschliefst. Das H-1" an Glucose A zeigte HMBC-Korrelationen
mit C-11, wonach Glucose A iiber Sauerstoff an dieses Kohlenstoffatom gebunden ist.
Weiterhin folgte aus dem Kreuzsignal H-1" (6 107,8) von Glucose B mit C-2" (§ 85,4)
der Glucose A die Bindung beider Zucker zu einer Sophoroseeinheit. Die Glucose C
ist an C-7 im Ring a gebunden, da eine HMBC-Korrelation zwischen H-1"" (4 103,7)
und C-7 (6 162,5) auftritt. Die Position des Stickstoffatoms (§ 172,7) im Ring ¢ konnte
durch seine Korrelation mit H-3 und H-18 (§ 7,72) im 'H,'"N-HMBC-Spektrum nach-
gewiesen werden. Zuséatzlich traten ausgeprigte Signale im ROESY-Spektrum zwischen
H-15 (0 8,33) und H-2'/6’ (9 8,63) auf, so dass eine [2/,3":1]-Anellierung der Indoleinheit

zum Cyclopentenring e des Nudicaulinaglykons geschlussfolgert werden konnte.
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4.1.2 Hydrierung

Aus den Hydrierungsreaktionen mit Nudicaulin I bzw. II wurde je ein Derivat erhalten,
das ein Masse-zu-Ladungsverhéltnis von m/z 874,27482 (berechnet m/z 874,27642)
aufwies. Daher wurde auf zwei zusétzliche Protonen im Aglykon geschlossen. Des Wei-
teren fehlte im UV-Spektrum das Maximum bei 460 nm. Daraus folgte, dass das kon-
jugierte System durch die Hydrierung unterbrochen worden war. Tatséchlich trat im
"H-NMR-Spektrum des Dihydronudicaulin I ein neues Singulett bei § 4,99 auf, wih-
rend andere Signale im Vergleich zum Nudicaulin I eine Verschiebung zum hdheren
Feld zeigten. Das zusétzliche Proton wies ein HSQC-Signal mit C-12 (jetzt: § 55,0)
und HMBC-Korrelationen mit C-2 (jetzt: § 140,5), C-13 (jetzt: 6 116,5), C-11 (jetzt: &
126,8), C-1" (jetzt: § 130,4) und C-2'/6" (jetzt: § 132,4) auf. Die beschriebenen HMBC-
Korrelationen sind in Abbildung 4.3 schematisch dargestellt.

<— HMBC-Korrelation

! < HMBC-Korrelation
(MeOH-d4) (MeOH-d4)

OH OH

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Korrelationen von H-3 (links) in
Anlehnung an [15] und H-12 (rechts) im HMBC-Spektrum von
Dihydronudicaulin I (aufgenommen in MeOH-dJ)

Aus diesen Ergebnissen resultierte, dass C-12 durch die Reaktion protoniert worden
war. Dies konnte weiterhin in einem speziellen COSY-Experiment bestatigt werden,
das auf Kopplung iiber lingere Distanzen (*H-'H-Long-Range-COSY) beruht. Hier
traten Korrelationen zwischen H-12 (§ 4,99) und H-3 (§ 5,07) bzw. H-2'/6' (§ 7,10)

auf.

Mit Hilfe der ROESY-Spektren beider Dihydronudicauline konnte gezeigt werden, dass
zwischen H-1" (6 4,70) der Glucose A sowie H-2'/6’ im Ring f Korrelationen mit H-3
und H-12 auftreten. Jedoch wurde keine Korrelation zwischen H-3 und H-12 beobachtet,
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was auf eine entgegengesetzte Orientierung der beiden Protonen schliefsen lasst. Damit

war der Verlauf der Hydrierung stark stereoselektiv.

4.1.3 Methylierung

Durch diese Synthese wurden drei Methylgruppen in das Nudicaulinaglykon einge-
fiihrt. Im 'H-NMR-Spektrum des Methylierungsproduktes traten dadurch drei neue
Singuletts bei § 4,35, § 4,05 und ¢ 4,01 auf. Die chemischen Verschiebungen im HSQC-
Spektrum der Methylkohlenstoffatome bei § 56,1 und ¢ 56,6 sowie der beiden Pro-
tonensignale bei 0 4,01 und 0 4,05 sind charakteristisch fiir O-Methylgruppen. Die
einzige HMBC-Korrelation der Methylgruppe 6 4,01 mit C-5 (§ 157,9) zeigte, dass
sie an das Sauerstoffatom O-5 gebunden sein musste. Fiir die andere Methylgruppe
(6 4,05) wurde ebenfalls nur eine HMBC-Korrelation beobachtet (C-4’, § 168,2). Sie
befindet sich demnach an O-4". Die chemische Verschiebung des Kohlenstoffatoms der
dritten Methylgruppe bei hohem Feld (0 35,7), wies auf eine direkte Bindungen zum
Stickstoffatom hin. Diese Vermutung wurde durch die HMBC-Korrelationen mit C-2
(0 177,6) und C-19 (6 149,6) bestétigt. Damit konnten sowohl die Positionen der frei-
en OH-Substituenten und die Position des Stickstoffatoms verifiziert werden, wie in

Abbildung 4.4 dargestellt.

4.1.4 Enzymatische Hydrolyse

Je nach Reaktionszeit bzw. Enzymanteil konnten aus den triglucosidischen Nudicau-
linen entweder die Diglucoside (Verlust von Glucose B oder C) bzw. Monoglucoside
(Verlust von Glucose B und C) des jeweiligen Nudicaulindiastereomers gewonnen wer-
den. Das freie Aglykon wurde nie erhalten, da an C-11 eine Acetalstruktur vorliegt, so
dass das Abspalten von Glucose A zur Ringoffnung und so zum Zerfall des Molekiils
fithrt. Abgesehen davon, dass sich in den NMR-Spektren der Hydrolysate die Komplexi-
tét der Signale in der Zuckerregion vereinfachte, traten keine gravierenden Anderungen
auf. Daraus folgte, dass die Aglykonstruktur erhalten blieb. Die Monoglucoside wurden

zur Aufklarung der absoluten Aglykonkonfiguration herangezogen, da fiir die natiirlich
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(Me),Glc-O

<—— HMBC-Korrelation X
(MeOH-d4) AN

Me 4,05

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der HMBC-Korrelationen der eingefiihrten
Methylprotonen im Spektrum vom methylierten Nudicaulin I
(aufgenommen in MeOH-d4 ) nach [15]

vorkommenden Nudicauline aufgrund ihrer Glucosesubstituten in den experimentel-
len CD-Spektren starke Losungsmitteleffekte auftraten und so der Vergleich mit den

berechneten Spektren unmoglich wurde.

4.1.5 Relative und absolute Konfiguration

Bei Nudicaulin I handelt es sich um das (35, 11R)- und bei Nudicaulin II um das
(3R, 11.5)-Diastereomer. Dieses Ergebnis resultierte aus den im Folgenden beschriebe-

nen Untersuchungen.

NMR-Daten

Nudicaulin I und II unterscheiden sich durch die Stellung der Substituenten an den Ste-
reozentren in Position C-3 und C-11. Um ihre Aglykonstrukturen zu unterscheiden, war
zunachst die Bestimmung der relativen Konfiguration angezeigt. Im ROESY-Spektrum
von Nudicaulin I trat ein ausgeprigtes Signal zwischen H-3 und dem Proton am ano-
meren Zentrum von Glucose A auf. Daraus ergab sich, dass die beiden Protonen auf

derselben Seite des Aglykons stehen, also cis-Orientierung aufweisen. Ein dhnliches,
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wenn auch schwécheres Signal zeigte sich im ROESY-Spektrum vom Nudicaulin II,
so dass auch hier ein cis-Isomer vermutet wurde. Ausgewéhlte Korrelationen in den
ROESY-Spektren von Nudicaulin I und II sind in Abbildung 4.5 schematisch darge-
stellt.

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der ROESY-Korrelationen im Spektrum
von Nudicaulin I (links) und II (rechts) (aufgenommen in MeOH-d4)
nach [15]

Quantenmechanische Berechnungen

Kooperationsarbeit von Prof. Bringmann, A.Schaumldffel, Universitdt Wiirzburg

Fiir die Berechnung der Distanz zwischen ¢ (H-3, H-1”) in den energetisch niedrigs-
ten Konformeren der Aglykone ergab sich fiir das (35, 11.5)-Diastereomer 2.4 A und
fiir das (3R, 11R)-Diastereomer 3,8 A. Diese Werte stimmten mit den starken bzw.
schwicheren ROESY-Signalen in Nudicaulin I bzw. II {iberein. Damit stand fest, dass
es sich in beiden Féllen um cis-Isomere handelte. Fiir das ebenfalls mogliche trans-
Isomer (3R, 115) ergab sich eine § (H-3, H-1")-Distanz von 4,5 A, wofiir jedoch kein
ROESY-Signal zu erwarten war. Ausfiihrliche quantenchemische Berechnungen von
CD-Spektren fiir die beiden Aglykone und der Vergleich mit den experimentellen Spek-
tren der Monoglucoside fiihrten zu sehr guten Ubereinstimmungen, wie in Abbildung 4.6
dargestellt ist. Daraus folgte die Aufklarung der absoluten Konfiguration von Nudicau-
lin T und II, die in Abbildung 4.7 angegeben sind. Es ist zu beachten, dass durch die
Sophorosesubstitution an C-11 gegeniiber dem Nudicaulinaglykon eine formale Ande-

rung der Prioritdten nach der Cahn-Ingold-Prelog-Konvention auftritt, woraus fiir die
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Glucoside im Fall von Nudicaulin I die (35, 11R)-Konfiguration und im Fall von Nudi-
caulin II die (3R, 115)-Konfiguration resultieren. Alle methodischen Details konnen [15]
entnommen werden.

—— experimentelle CD-Spektren der Monoglucoside
——— berechnete CD-Spektren fur Nudicaulin | und Nudicaulin I

22 1
| 1
i
I
- 1
£ |
S
s 0
@
< 1]
200 300 400 500 200 300 400 500
Wellenlange in nm Wellenlange in nm

l RICC2/def2-SV(P) l

(3S,11S)-Nudicaulin | (3R,11R)-Nudicaulin Il

Abbildung 4.6: Experimentell ermittelte CD-Spektren der Monoglucoside von
Nudicaulin I und IT im Vergleich zu den berechneten CD-Spektren der
Aglykone von Nudicaulin I und II sowie die Zuordnungen der
absoluten Konfiguration in den Aglykonen nach [15]

Nudicaulin | Nudicaulin Il

Abbildung 4.7: Absolute Konfiguration von Nudicaulin I und II nach [15]
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4.1.6 Fazit zur Strukturaufkldrung

Erklirung zum Eigenanteil: Die Synthese und Isolation der Nudicaulinderivate wur-
den eigensténdig durchgefiihrt. Wahrend die Messung, Auswertung, Interpretation und
graphische Aufarbeitung ihrer NMR-Spektren unter der Supervision von Dr. Evange-
los C. Tatsis und Dr. Bernd Schneider erfolgten. Die Materialien zur experimentellen
Bestimmung der CD-Spektren wurden unseren Kooperationspartnern Prof. Gerhard
Bringmann und Dr. Anu Schaumloffel zur Verfiigung gestellt, die die quantenchemi-
schen Berechnungen und die entsprechenden CD-Experimente sowie ihre Interpretation

vornahmen.

Aus den gewonnenen Ergebnissen der Strukturaufklérung und der Untersuchung der
absoluten Konfiguration folgte die Revision des Strukturvorschlags von 2006 und zu-
siatzlich die Bestimmung der relativen und absoluten Konfiguration der Nudicauli-
ne [15]. Dabei blieb der Befund erhalten, dass die Zusammensetzung des Aglykons
aus einer Indoleinheit und einem polyphenoldhnlichen Teil besteht. Da diese Mole-
kiilkombination einzigartig in der Literatur ist, bezog sich eine weitere, im Folgenden
bearbeitete Fragestellung dieser Arbeit auf den Verlauf und die beteiligten Vorstufen
und Enzyme der Nudicaulinbiosynthese. Dazu wurden zunéchst Fiitterungsexperimen-
te mit 3C-markierten Metaboliten des Indol- und des Polyphenolweges durchgefiihrt,
um die Hypothese aus der vorangegangenen *CO,-Studie [14] zu priifen und nach Még-
lichkeit die tatséchlichen direkten Vorstufen der Nudicaulinbiosynthese zu bestimmen.

Die Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt vorgestellt und diskutiert.

4.2 Auswertung der Fiitterungsexperimente

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der *C-Fiitterungsexperimente vorgestellt
und diskutiert. Thre Durchfiihrung erfolgte nach dem bereits in Abschnitt 3.3.1 vor-
gestellten Protokoll. Zuniichst wurde [**C;]Glucose als universale Vorstufe eingesetzt,
um zu iiberpriifen, inwiefern sich das resultierende Isotopologenprofil von dem aus der
3C0,-Studie [14] unterscheidet. Da sich das Nudicaulinaglykon aus einer Indol- und
einer flavonoiddhnlichen Einheit zusammensetzt, wurden potenzielle Intermediate der

beiden Biosyntheserouten auf ihre Rolle in der Nudicaulinbildung hin untersucht. Die
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ausgewihlten Vorstufen des Flavonoidbiosyntheseweges waren [**Cl-, [ring-"*Cj]-, [1-
3CJ-, [2-13C]- und [3-'3C|Phenylalanin, [2-'3C|Tyrosin, [2-'3C]|-p-Cumarsiure, [1-'3C]-,
[3C, | Essigsdure sowie [2-'3C|Malonsiure. Aus der Indolbiosynthese wurden [ring-"*Cy]-
sowie [°N]Anthranilsiure, [2-'*C]Indol, [**C,,|Tryptophan und [**C,,|Tryptamin ge-
testet. Abgesehen von [2-!3CJ-p-Cumarsiure und [**C,,]Tryptamin konnten alle ge-
nannten, isotopenmarkierten Substanzen aus dem Handel bezogen werden, sieche dazu
Anhang C. Fiir die beiden iibrigen Verbindungen erfolgte jeweils eine Synthese. Die
Vorschriften sind in Abschnitt 3.2.4 bzw. 3.2.5 beschrieben.

4.2.1 Universal markierte Glucose

Zuniichst wurde [**C4]Glucose als universale Vorstufe eingesetzt. Wie bereits in Ab-
schnitt 2.4 dargelegt, wird Glucose fiir die verschiedenen Biosyntheserouten des pri-
méaren Kohlenstoffwechsels in Erythrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat gespal-
ten. Die beiden Primarmetaboliten besitzen charakteristische Markierungsmuster und
werden im Verlauf des Stoffwechsels zur Bildung von Sekundidrmetaboliten verwen-

det.

Bei den Experimenten mit [**Cg]-markierter Glucose wurden Isotopologenprofile der
Nudicauline erhalten, die in Ubereinstimmung mit dem der *CO,-Studie [14] sind.
In Abbildung 4.8 sind die beiden Profile fiir Nudicaulin I einander gegeniiber gestellt.
Abgesehen von C-3 und C-11 wurde fiir jedes Kohlenstoffatom im Nudicaulinaglykon
mindestens ein Satellitenpaar detektiert. Anhand ihrer Kopplungskonstanten konnten
die jeweiligen '3C-markierten Nachbarn identifiziert und der revidierte Aglykonauf-
bau nochmals bestétigt werden. Im Fall der Kohlenstoffatome C-4 bis C-11 traten
je zwei Satellitenpaare auf. Dieser Befund kommt dadurch zustande, dass im Ver-
lauf des Polyketidbiosynthesewegs zwei Moglichkeiten zur Ringschlieffung existieren.
Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 4.8 durch die zwei verschiedenen Orangetone ge-
kennzeichnet. Fiir die Kohlenstoffatome C-15 bis C-17 bzw. C-16 bis C-18 sowie C2’
bis C4" bzw. C3' bis C5" wurden ebenfalls je zwei Satellitenpaare beobachtet. Sie zei-
gen, dass ein Kohlenstoffgeriist aus vier zusammenhingen 3C-markierten Atomen in
das Nudicaulinaglykon eingebaut wurde. Diese vier Atome stammen aus Erythrose-4-

phosphat, was wiederum die vorausgegangene Hypothese unterstiitzt. Alle detektierten
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Kopplungskonstanten der Satelliten jedes *C-markierten Kohlenstoffatoms im Nudi-
caulinaglykon aus dem Fiitterungsexperimentya mit [**Cy]-markierter Glucose sind in

Tabelle 4.1 zusammengefasst.

GlcO

== 13C-3C-Anreicherung
OH i 1SC_1SC_13C_AnreiCherung OH

Abbildung 4.8: Isotopologenprofile und berechnete prozentuale *C-Anreicherungen
fiir Nudicaulin I der **CO,-Studie (links, vereinfacht nach [14]) und
aus dem FE mit *Cg-markierter Glucose (rechts) (gleichfarbige
Balken symbolisieren denselben biosynthetischen Ursprung)

Aus den Ergebnissen dieses Fiitterungsexperiments folgt, dass die gewéhlte Versuchs-
durchfithrung zur Untersuchung der Nudicaulinbiosynthese geeignet ist. Auferdem re-
sultierte daraus, dass es sich um eine de novo Biosynthese handelt, die in situ in den
Bliitenblattern stattfindet. Demnach sind alle an der Nudicaulinbildung beteiligten

Vorstufen, Intermediate und aktiven Enzyme in den Kronbléttern vorhanden.
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Tabelle 4.1: Kopplungskonstanten fiir die Satelliten der *C-markierten Kohlenstoffa-
tome im Aglykon von Nudicaulin I aus dem Experiment mit [**Cyz|Glucose

# C J Jee (Hz) [koppelnde C-Atome]
C2 177,5 48 [13]
C3 49,9 A1 [11]
C4 101,8 77 [5]; 63 [9]
C5 156,4 77 [4]; 66 [6]
C6 99,3 66 [5]; 71 [7]
C7 162,6 71 [6]; 71 [8]
8 92,4 71 [7]; 71 [9]
C9 161,1 63 [4]; 71 [8]
Cl11 126,9 41 [3]; 53 [12]
C12 168,5 53 [11]
C13 131,2 48 [2]
Cl14 122,7 59 [19]
C15 125,6 58 [16]
C16 128,5 58 [15]; 56 [17]
C17 1314 56 [16]; 56 [18]
C18 117,2 56 [17]
C19 1484 59 [14]
Cr’ 123,0 59 2]
C2/C6' | 1393 59 [1']; 59 |5]
C3/C5 | 1183 61 [4']; 59 [6']
4’ 168,3 61 [3'/5]; 9 6]

4.2.2 Universal markiertes Phenylalanin

Die Fiitterungsexperimente mit universal '3C-markiertem Phenylalanin zeigen, dass al-
le Kohlenstoffatome der Vorstufe zusammenhéngend in die Positionen C-3, C-11, C-12
sowie den Ring f (C-1’ bis C-6") des Nudicaulinaglykons eingebaut werden. Dies geht
sowohl aus dem Massen- als auch aus dem '*C-NMR-Spektrum hervor. Ein Ausschnitt
des letzteren sowie ein Sdulendiagramm aus dem Vergleich des erhaltenen Isotopenpro-

fils mit dem des unmarkierten Nudicaulins I sind in Abbildung 4.9 dargestellt.

Das Massenspektrum von Nudicaulin I aus dem FE enthélt zusétzlich zum unmar-

kierten Isotopenprofil den Peak bei m/z 881,29, der dem Molekiilpeak plus neun '3C-
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Glc/O
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Abbildung 4.9: FE mit universal *C-markiertem Phenylalanin: *C-NMR-Spektrum
(Ausschnitt fiir C-11) und Séulendiagramm aus dem Isotopenprofil
von unmarkiertem Nudicaulin I (grau) und dem '*C-Uberschuss im
Nudicaulin I aus dem FE (blau)

Atomen entspricht. Diese stammen aus dem universal markierten Phenylalanin. Des
Weiteren sind auch die relativen Intensitéaten der {ibrigen Isotopenpeaks hoher als im
natiirlich vorkommenden Nudicaulin. Daraus ist zu schlussfolgern, dass das Phenyl-
alanin auch von anderen Enzymen verstoffwechselt werden kann, so dass durch Abbau
(Katabolismus) kleinere *C-Einheiten zum Einbau in das Zielaglykon entstanden. Dass
dennoch grofitenteils das komplette Phenylalaningeriist eingebaut wurde, lasst sich aus
dem BC-NMR-Spektrum ablesen. Die Signale der Kohlenstoffatome C-11, C-12 sowie
des gesamten Rings f (C-1" bis C-6") weisen jeweils zwei Satellitensignalpaare auf, die
die direkte Nachbarschaft von zwei *C-Atomen anzeigen. Die auftretenden Kopplungs-

konstanten der Satelliten sind in der Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Daraus resultierte, dass Phenylalanin eine Vorstufe ist, die iiber vermutliche Zwischen-
stufen wie Zimtsdure bzw. Tyrosin und p-Cumarsdure in die Nudicauline eingebaut
wird. Fiir diese Vermutung spricht, dass sich an Position C-4" des Nudicaulinagly-

kons eine Hydroxylgruppe befindet. Tyrosin wird aus Phenylalanin mittels Hydro-
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Tabelle 4.2: Kopplungskonstanten fiir die Satelliten der !3C-markierten Kohlen-
stoffatome im Aglykon von Nudicaulin I aus dem Experiment mit
['3Cy]Phenylalanin

# C J Jee (Hz) [koppelnde C-Atome]
C-3 49,9 A1 [11]; 3 [12]

C-11 126,9 41 [3]; 53 [12]

C-12 168,5 53 [11]; 54 [1']

C-1/ 123,0 59 [2'/6']; 54 [12]
C-2/6 | 139.3 59 [1']; 59 [3'/5]
C-3)/5 | 1183 59 [2'/6']; 61 |4

-4/ 1683 61 [3'/5]; 9 [2'/6]

xylierung an Ringposition 4 durch das Enzym Phenylalanin-4-monooxygenase (bzw.
Phenylalanin-4-hydroxylase, PAH, EC 1.1416.1) gewonnen. Im weiteren Verlauf der
Biosynthese kann Tyrosin durch Phenylalanin/Tyrosin-Ammoniak-Lyase (Bifunctio-

nal PAL, PTAL, EC 4.3.1.25) zur p-Cumarsiure desaminiert werden.

Die Ergebnisse aus den iibrigen Experimenten mit unterschiedlich 3C-markiertem Phe-
nylalanin bestétigten den oben vorgestellten Befund, so dass an dieser Stelle auf die

Darstellung verzichtet wird.

4.2.3 [2-13C]Tyrosin und [2-13C]-p-Cumarsiure

Fiir das Fiitterungsexperiment mit [2-13C]Tyrosin konnte im Massenspektrum der 3C-
Einbau in die Nudicaulinmolekiile nachgewiesen werden. In Abbildung 4.10 ist ein S&u-
lendiagramm aus dem Isotopenprofil von Nudicaulin I (grau) und dem 3C-Uberschuss

im markierten Nudicaulin I (blau) dargestellt.

Wie zuvor beschrieben, erfolgt die Umwandlung von Phenylalanin in Tyrosin, so dass
das Ergebnis die Vermutung bestarkt, dass die Hydroxylgruppe an C-4’ von Tyrosin
stammt. Wiederholte Fiitterungsexperimente mit [2-!3CJ-p-Cumarséure blieben jedoch
ohne positives Ergebnis. Griinde fiir diesen Befund koénnten sein, dass das beteiligte
Enzym das Substrat direkt an die folgende 4-Cumarat-CoA-ligase (EC 6.2.1.12) wei-
tergibt, ohne Cumarsiure freizusetzen. Somit wiirde Channeling fiir dieses Substrat

auftreten, wie es bereits in der Literatur fiir Enzyme des Flavonoidbiosynthesewegs be-
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Abbildung 4.10: FE mit [2-"°C|Tyrosin: Séulendiagramm aus dem Isotopenprofil von
unmarkiertem Nudicaulin T (grau) und dem '*C-Uberschuss im
Nudicaulin I aus dem FE (blau)

schrieben wurde [86-88]. Andererseits konnte durch konkurrierende Biosynthesen eine
Verteilung der Markierung im gesamten System auftreten. Auszuschliefen ist aufser-
dem nicht, dass die gewéhlten Bedingungen des Fiitterungsexperiments nicht jenen

entsprechen, die die beteiligten Enzyme bendotigen.

4.2.4 [BCy]Acetat

Bei der Verwendung von [*C,]Acetat als Vorstufe wurden Nudicaulinisotopologe erhal-
ten, deren 3C-NMR-Spektren Signale von paarweise koppelnden 3C-Atomen in Ring a
aufweisen. Die auftretenden Kopplungskonstanten der Satelliten sind in der Tabelle 4.3

zusammengefasst.

Tabelle 4.3: Kopplungskonstanten fiir die Satelliten der *C-markierten Kohlenstoffa-
tome im Aglykon von Nudicaulin I aus dem Experiment mit [**C,|Acetat

# C J Je (Hz) [koppelnde C-Atome]
C-4 101,8 77 [5]; 63 [9]

C5 156,4 77 [4]; 66 [6]; 5 [9]

C-6 99,3 66 [5]; 71 [7]

C-7 162,6 71 16]; 71 [8]

C-8 92,4 71 [7]; 71 [9]

C-9 161,1 71 [8]; 63 [4]; 5 [5]

Diese *C-Kopplungen entstehen aufgrund von ,Bond-labelling”, dem Einbau der **C,-

Einheiten aus Acetat. Dieses Ergebnis steht in direkter Ubereinstimmung mit der
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Ringbildung iiber den Polyketidbiosyntheseweg. Somit bestétigt sich dieser Teil der
Ausgangshypothese, dass Ring a {iber den Polyketidbiosyntheseweg gebildet wird. Das
Acetat ist wahrscheinlich auch der Ursprung der Sauerstoffatome an den Kohlenstoffen
C-5, C-7 und C-9. Je nachdem, wie der Ring geschlossen wird, tritt das ,Bond-labelling*
entweder paarweise fiir C-4/5, C-6/7, C-8/9 bzw. C-4/9, C-5/6, C-7/8 auf. Beide Félle
sind gleich wahrscheinlich, wobei zur Vereinfachung in Abbildung 4.11 nur ein Fall zu-
sammen mit dem Sdulendiagramm aus dem Isotopenprofil von Nudicaulin I (grau) und
dem 3C-Uberschuss im markierten Nudicaulin I (orange) dargestellt ist. Es ist davon
auszugehen, dass aus der verwendeten Vorstufe zunéchst Acetyl-CoA durch Acetate-
CoA-ligase (EC 6.2.1.1) gebildet wird. Im Anschluss sollte daraus die Synthese von
Malonyl-CoA durch Acetyl-CoA-Carboxylase (EC 6.4.1.2) erfolgen. Fiitterungsexperi-
mente mit [2-13C|Malonsiure resultierten nicht in *C-Einbau, dafiir kénnten beispiels-

weise die Bedingungen des Experiments verantwortlich sein.

Gle—O~2"
0 }
I
OH
Soph —0
| [M+H]* == ©C-Uberschuss
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§ —
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[M+H+2]*
[M+H+4]+
[M+H+6]+
| | | | | A
162.0 161.5 161.0 160.5 160.0 ppm 872 874 876 878 m/z

Abbildung 4.11: FE mit universal markiertem Acetat: 3C-NMR-Spektrum
(Ausschnitt fir C-7 & C-9) und Sdulendiagramm aus dem
Isotopenprofil von unmarkiertem Nudicaulin I (grau) und dem
1BC-Uberschuss im Nudicaulin I aus dem FE (orange)
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4.2.5 [ring-13Cg]Anthranilsidure

Aus der Gruppe der Indolbiosyntheseintermediate wurde zuniichst [ring-'*Cg]Anthr-
anilsdure als Vorstufe der Nudicauline getestet. Mit diesem Experiment wurde ge-
zeigt, dass der Ring d vollstindig von dieser Vorstufe stammt. Sowohl das *C-NMR-
Spektrum als auch das Massenspektrum spiegeln den Einbau von sechs zusammenhén-

genden *C-Atomen wider, wie in Abbildung 4.12 dargestellt.

Glc —0

HOOC

c-11 [M+H]*
Cc-16 Cc-17 c18 c-14 1001 g mm *C-Uberschuss
1 Referenz
=3 807
X
Cc-1 c 1
C-13 1w 60
B
5
£ 404
® 20; [M+H+6]+
Yoo L.

130 128 126 124 122 ppm 872 874 876 878 880 m/z

Abbildung 4.12: FE mit [ring-'*Cy|Anthranilsiure: *C-NMR-Spektrum (Ausschnitt
fiir C-14, C-16 bis C-18) und Sdulendiagramm aus dem
Isotopenprofil von unmarkiertem Nudicaulin I (grau) und dem
13C-Uberschuss im Nudicaulin I aus dem FE (griin)

Im Massenspektrum findet sich zusétzlich zum Isotopenprofil des Nudicaulins I (grau)
ein Peak bei m/z 878, der [M+H+6|" entspricht (griin) sowie weitere Peaks in Ab-
stinden von +1. Im BC-NMR-Spektrum weisen die Satelliten von C-14 bis C-19 eine
Feinstruktur auf. Die auftretenden Kopplungskonstanten der Satelliten sind in der Ta-

belle 4.4 zusammengefasst.

Daraus ist zu schlussfolgern, dass jedes dieser 3C-Atome jeweils zwei 3C-Atome als

Nachbarn besitzt. Das bedeutet, dass von der [ring-"*C¢]Anthranilsdure zumindest der
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Tabelle 4.4: Kopplungskonstanten fiir die Satelliten der !'3C-markierten Kohlenstof-
fatome im Aglykon von Nudicaulin I aus dem Experiment mit [ring-
3] Anthranilsiure

# C J Jee (Hz) [koppelnde C-Atome]
C-14 122,7 59 [19]; 56 [15]
C-15 125,6 58 [14]; 58 [16]
C-16 128,5 58 [15]; 56 [17]
C-17 1314 56 [16]; 56 [18]
C-18 117,2 56 [15]; 56 [19]
C-19 1484 59 [14]; 56 [18]

gesamte *C-markierte Sechsring in das Nudicaulinaglykon eingebaut wird. Zudem
konnte diese Vorstufe auch die Quelle des Stickstoffatoms sein. Fiitterungsexperimen-
te mit ['°N]Anthranilsdure resultierten jedoch laut Massenspektrum nicht in einem

Isotopeneinbau.

4.2.6 Universal markiertes Tryptophan und Tryptamin

Universal '*C-markiertes Tryptophan, ein entscheidender Ausgangspunkt bei der Bil-
dung von Indolalkaloiden, wurde mehrfach ohne Erfolg in Fiitterunsgexperimenten ein-
gesetzt. Aus der Literatur ist bekannt, dass Tryptamin, das Decarboxylierungsprodukt
von Tryptophan, als Vorstufe fiir beispielsweise Monoterpenindolalkaloide dient [127].
Dennoch fiihrten die Fiitterungsversuche mit [**C,,|Tryptamin nicht zur Detektion
von '3C-Einbau in das Nudicaulinaglykon. In beiden Fillen kénnten die Bedingungen
des Experiments storend sein oder die beiden Substanzen sind generell nicht an der

Nudicaulinbildung beteiligt.

4.2.7 [2-13C]indol

Im Anschluss an diese Versuche wurde [2-'*C|Indol als Vorstufe der Nudicauline ge-
testet. Zunichst konnte im Massenspektrum ein Einbau von einem '3C-Atom nachge-
wiesen werden, da die Intensitét des Peaks m/z 873 im Vergleich zum unmarkierten
Nudicaulin um 55 % hoher ist. In Abbildung 4.13 sind die Isotopenprofile von unmar-

kiertem Nudicaulin T (grau) und von '*C-markiertem Nudicaulin I (griin) aus dem
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[2-13C]Indolexperiment als Sdulendiagramme dargestellt. Im *C-NMR-Spektrum ist
das Signal von C-2 (§ 176,7) intensiver als die anderen Signale. Daraus ergibt sich,
dass in Position 2 ein 3C-Einbau stattgefunden hat. Zusammen mit dem Befund, dass
C-2 und C-13 laut dem Experiment mit [**C4]Glucose den selben biosynthetischen Ur-
sprung aufweisen, lasst dies den Schluss zu, dass die Kohlenstoffatome von Position
C-2 und C-13 aus dem Indol bzw. einer indolartigen Vorstufe stammen. Aus diesem
Grund sind Substitutionen an einer hypothetischen flavonoidédhnlichen Vorstufe auszu-

schliefsen, die als Ursprung von C-2 und C-13 méglich gewesen wéren.

H
M+H]* .
MeOD 100 (M+H] mm 3C-(berschuss
== Referenz
= g0
k=
®
% 60 -
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)
= [M+H+2]*
C'2 g 40 +
2
© 20
- [M+H+4]*
T T — T T T T 0 ! ] ! ’
160 120 80 ppm 872 873 874 875 876 m/z

Abbildung 4.13: FE mit [2-!3C|Indol: "*C-NMR-Spektrum ('*C-Markierung in C-2)
und Saulendiagramm aus dem Isotopenprofil von unmarkierten
Nudicaulin I (grau) und dem '3C-Uberschuss im Nudicaulin I aus
dem FE (griin)

4.2.8 Fazit zu den Fiitterungsexperimenten

Erklarung zum Eigenanteil: Die Durchfiihrung aller hier beschriebenen Fiitterungs-
experimente, die NMR-Messungen der aus ihnen stammenden Nudicauline und die
Auswertung der NMR-Spektren erfolgten eigensténdig nach der in [14]| vorgestellten
Vorgehensweise. Die Auswertung der von Dr. Marco Kai mittels HR-MS gewonnenen

Massenspektren wurden ebenfalls selbststindig vorgenommen.
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Mit Hilfe der Fiitterungsexperimente von *C-markierten, potentiellen Vorstufen konn-
te untersucht werden, ob und wo eine Vorstufe in das Zielmolekiil eingebaut wurde. Als
Analysemethoden eignen sich besonders die Massenspektrometrie zur Bestimmung der
totalen 3C-Anreicherung und die NMR-Spektroskopie zur Bestimmung der Position
des ¥C-Einbaus. Durch die Fiitterungsexperimente mit universal markierter Glucose
wurde gezeigt, dass die Ergebnisse mit denen der *CO,-Studie [14] vergleichbar sind.
Die durchgefiihrten Experimente haben gezeigt, dass Phenylalanin, Essigsdure und der
Sechsring der Anthranilsidure als vollstindige Molekiileinheiten fiir die Bildung des
Nudicaulinaglykons genutzt werden. Beim Fiitterungsexperiment mit Tyrosin konnte
13C-Einbau nachgewiesen werden. Dies kénnte den Ursprung der Hydroxylgruppe an
Position C-4" des Nudicaulins erkldren. Diese Ergebnisse sind mit der Hypothese der

Nudicaulinbiosynthese in Ubereinstimmung (sieche Abbildung 2.16 im Abschnitt 2.4).

Dennoch konnte bei den Fiitterungsexperimenten mit Malonsdure und der p-Cumar-
saure keine ¥C-Anreicherung festgestellt werden, obwohl sie theoretisch eine essentielle
Rolle spielen sollten. Dafiir konnten die Rahmenbedingungen der Experimente und der
Entwicklungsstand des Bliitenmaterials verantwortlich sein oder diese Vorstufen lie-
gen zu keinem Zeitpunkt frei vor. Der fehlende '*C-Einbau der universal markierten
Verbindungen Tryptophan und Tryptamin kénnte auferdem daraus resultieren, dass
diese beiden Substanzen keine Vorstufen fiir das Nudicaulinaglykon sind. Durch den
13C-Einbau im Experiment mit markiertem Indol konnte bewiesen werden, dass die
Kohlenstoffatome in Position C-2 und C-13 gemeinsam mit dem aromatischen Sechs-

ring d aus dem Indolbiosyntheseweg stammen.

Leider lasst sich mit dem Ansatz der Fiitterungsexperimente nicht feststellen, ob die
zugefithrte 3C-markierte Vorstufe ohne weitere Verstoffwechslung in das Zielmolekiil
eingebaut wird. Die Verteilung des Substrats in konkurrierende Biosynthesewege konn-
te dazu fithren, dass kein '*C-Einbau in das Zielmolekiil beobachtet wird. Auferdem
konnten in diesen Féllen die einheitlichen Reaktionsbedingungen fiir jedes Fiitterungs-
experiment die Aktivitdt der beteiligten Enzyme beeintrachtigt haben. Dabei wére
der Einfluss des Entwicklungsstands der verwendeten Bliitenblétter zu beachten, wo-
bei beispielsweise Enzyme oder Enzymkomplexe nicht mehr bzw. noch nicht aktiviert

vorliegen konnten.
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Aus diesen Griinden wurde die Nudicaulinbiosynthese auch wéhrend des zeitlichen
Verlaufs der Bliitenentwicklung analysiert. Damit standen die natiirlichen Abldufe der
Nudicaulinbildung in den Kronbléttern im Vordergrund. Die Ergebnisse dieser Untersu-
chung werden im folgenden Abschnitt vorgestellt. Daran schliefsen sich die Vorstellung
und Auswertung der Ergebnisse zur Duftzusammensetzung der vier P. nudicaule Kul-

tivare und ihrer 6kologischen Beziehung zu Honigbienen an (siehe Abschnitt 4.4).

4.3 Einteilung der Blitenentwicklung in Stadien

4.3.1 Ansatze zur Einteilung der Entwicklungsstadien

Um die Analyse der Nudicaulinbiosynthese in den Knospen zu erleichtern und die Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse zu gewéahrleisten, erfolgte zunéchst eine Untersuchung,
ob die Bliitenentwicklung in Stadien eingeteilt werden kann. Damit sollte zuséatzlich si-
chergestellt werden, dass voneinander unabhéngige Probennahmen fiir die geplanten
Analysen mit eindeutig kategorisiertem Material durchgefithrt werden konnten, um die

Vergleichbarkeit zu wahren.

Um die Entwicklung zu charakterisieren, wurden an einigen Knospen die Sepalen der
Bliite entfernt, ohne die Pflanze weiter zu beeintrichtigen. Dadurch war es moglich,
die Bliitenentwicklung an intakten Pflanzen zu beobachten. Es zeigte sich, dass die
Bliitenblatter ihre Farbe wahrend ihrer Ausbildung dndern. Zu Beginn sind sie weif},
dann rotlich bis rot, orange und schlieflich gelb (siche Abbildung 4.14). Dieser Befund

bestarkte die Hypothese, dass eine Unterteilung in Entwicklungsstadien moglich ist.

;;*z
5 /‘R.,

Abbildung 4.14: Die unterschiedlichen Farben der Bliitenblétter wiahrend ihrer
Entwicklung in den geschlossenen Knospen von gelb blithenden
P. nudicaule

\1&"1;

Da die Einteilung nach Farbe mit blofem Auge zu stark vom subjektiven Empfinden

abhéngig war, wurde die Fragestellung letztlich mit Hilfe von multivariat-statistischen
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Methoden bearbeitet. Die Probennahmestrategie und das experimentelle Vorgehen sind
im Abschnitt 3.3.3 beschrieben. In der HPLC-DAD-Analyse der Rohextrakte aller
23 Proben wurden die meisten Peaks bei einer Wellenldnge von 254 nm detektiert. Aus
diesem Grund erfolgte die Erstellung des Datensatzes fiir die multivariat-statistische
Auswertung anhand der Chromatogramme bei dieser Wellenldnge. Im Folgenden wur-
den allen auftretenden Peaks, ihre Retentionszeiten (RT) sowie die zugehorigen rela-
tiven Flachen (bezogen auf die Gesamtflichen) pro Probe tabellarisch zusammenge-
fasst. Signale mit derselben bzw. sehr dhnlicher Retentionszeit wurden mithilfe ihrer
UV-Spektren verglichen. Die Auswertung ergab insgesamt 19 Peaks. Dieser Datensatz
wurde im Anschluss standardisiert und einer Cluster- sowie einer Diskriminanzana-
lyse unterworfen, deren Ergebnisse in den folgenden beiden Abschnitten vorgestellt

werden.

4.3.2 Clusteranalyse

Die Durchfiihrung der Clusteranalyse erfolgte mithilfe der Ward-Methode und dem qua-
driert-euklidischen Distanzmafs. Das resultierende Dendrogramm ist in Abbildung 4.15

dargestellt.

Es zeigt, dass die Proben anhand der Chromatogramme ihrer Rohextrakte bei 254 nm
in insgesamt fiinf Entwicklungsstadien eingeteilt werden konnen. Das Cluster, das sich
am meisten von den anderen unterscheidet, enthélt ausschliefslich Proben der jungen,
weiften Bliitenbldtter (ES-1). Mit einer Distanz von 18 % werden die Proben aus wei-
fen und blassroten Bliiten (ES-2) von den blassroten bis rotorangen Bliiten aus ES-3
unterschieden. Die {ibrigen Proben lassen sich in zwei Cluster unterscheiden, wobei ei-
nes ausschlieflich orange Bliitenblatter (ES-4) und das andere die einzige gelborange
Bliite (ES-5) umfasst. Die hier erhaltenen Entwicklungsstadien konnten problemlos in
die Probennahmestrategie iibernommen werden, ohne zwangsldufig LC-Analysen zur
Verifizierung des geernteten ES-Materials durchzufithren. Um herauszufinden, welche
Peaks bzw. Verbindungen zur Einteilung der Entwicklungsstadien notig waren, schloss

sich eine Diskriminanzanalyse an.
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Abbildung 4.15: Dendrogramm der Clusteranalyse zur Einteilung von
Entwicklungsstadien fiir verschieden farbiges Bliitenmaterial aus
noch geschlossenen Knospen von gelb blithenden P. nudicaule

4.3.3 Lineare Diskriminanzanalyse

Die aus der Clusteranalyse erhaltenen Entwicklungsstadien wurden fiir die Durchfiih-
rung der Diskriminanzanalyse verwendet, wobei das fiinfte Stadium mit nur einer zu-
geordneten Probe ausgeschlossen werden musste. Nachdem die Zuordnung der vier
Gruppen zu den einzelnen Proben erfolgt war, wurde die Diskriminanzanalyse nach
der Standardmethode und einer Toleranz von 0,01 durchgefiihrt. In Abbildung 4.16 ist
Diskriminanzfunktion 1 einmal gegen Diskriminanzfunktion 2 und gegen Diskriminanz-
funktion 3 dargestellt. Zunéchst fillt auf, dass Diskriminanzfunktion 1 die Proben aus
ES-1 von den {ibrigen trennt. Mithilfe von Diskriminanzfunktion 2 werden die Proben
aus ES-4 von denen aus ES-2 und ES-3 unterschieden. Durch Diskriminanzfunktion 3
erfolgt die Trennung der Proben aus ES-2 von denen aus ES-1 und ES-3. Doch erst das
Auftragen aller drei Diskriminanzfunktionen (siehe Abbildung 4.17) veranschaulicht
die vollstandige Trennung der vier Gruppen. Dabei scheint eine Probe des ES-4 etwas

abseits zu liegen, so dass es sich um ein Stadium zwischen ES-4 und ES-5 handeln
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konnte. Diese Vermutung bestétigte sich beim Vergleich der Daten, da sowohl Gemein-
samkeiten der Probe mit denen aus ES-4 und der aus ES-5 bestehen. Daraus ergibt sich
ebenfalls, dass Ubergangsformen zwischen den aufeinanderfolgenden Entwicklungssta-
dien auftreten kénnen. Dies ist bei Betrachtung eines biologischen Systems, wie den
Bliitenblattern, jedoch hinzunehmen. Aus diesem Grund kénnten auch Fehler bei der
Zuordnung unbekannter Proben auftreten. Zur Uberpriifung des Klassifikationsmodells
wurden wiederholt zuféllig 20 % der Félle des vorliegenden Datensatzes von der Berech-
nung der Klassifikationsfunktionen ausgeschlossen und im Anschluss als Testdatensatz
herangezogen. Dabei erfolgte in jedem Test die richtige Zuordnung von mindestens 80
%, womit die Giite der Klassifikation bestatigt wurde. Aufgrund des geringen Umfangs

des Datensatzes wurde von der Anwendung der Kreuzvalidierung abgesehen.
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Abbildung 4.16: Darstellung von Diskriminanzfunktion 1 gegen
Diskriminazfunktion 2 (links) und Diskriminanzfunktion 1 gegen
Diskriminazfunktion 3 (rechts)

Es zeigte sich, dass nur sechs der insgesamt 19 Variablen (Verbindungen) zur Unter-
scheidung der vier vorgegebenen Gruppen noétig sind. Diese Trennvariablen konnten
anhand ihrer UV-Spektren aus der HPLC-DAD-Analyse identifiziert werden. Es han-
delt sich um zwei Gossypetinderivate (RT 12,8 min, 14,9 min), ein Nudicaulinderivat
(RT 13,4 min) und drei Verbindungen, von denen zwei (RT 7,7 min, 10,0 min) mit
Kéampferolderivaten iiberlagert sind. Die drei weiteren Substanzen weisen ein nahezu
identisches UV-Spektrum auf, das dem der Anthocyane dhnelt. Weiterhin zeichneten
sich die drei Metabolite dadurch aus, dass ihre relative Intensitdt in den Chromato-
grammen gegeniiber den anderen Signalen bis zum ES-3 zunimmt und danach rapide
abnimmt, wie in Abbildung 4.18 dargestellt. In den Chromatogrammen von ES-5 und

in den offenen Bliiten werden sie hingegen nicht detektiert. Aufgrund dieses interessan-
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ES-4

Diskriminanzfunktion 2

Abbildung 4.17:

Darstellung von Diskriminanzfunktion 1 gegen
Diskriminazfunktion 2 und Diskriminanzfunktion 3

ten Sachverhaltes wurde eine LC-MS-Analyse (Methode 8, Anhang E) durchgefiihrt.

In Tabelle 4.5 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 4.5: Molekiilpeak und prominenteste Fragmente der drei Anthocyane in ES-3

und ES-4 aus der LC-MS-Analyse und mogliche Zuordnung (Mal - Malo-
nylrest, Glc - Glucose)

Massefragmente und Zuordnung

929 [M], 757 [M-2Mal|, 433 [M-2Mal-2Glc|, 271 [M-2Mal-3GlIc|
843 [M], 681 [M-Glc], 433 [M-1Mal-2Glc|, 271 [M-1Mal-3Glc]
757 [M], 595 [M-Glc|, 433 [M-2Glc|, 271 [M-3Glc|

Anthocyan 1

Anthocyan 2

Anthocyan 3

Insbesondere das Massenfragment m/z 271 wies darauf hin, dass es sich um Deriva-
te von Pelargonidin (Aglykon [M]") handelt. Dafiir sprach auch der Vergleich der
UV-Spektren mit einer Pelargonidinreferenz, wie in Abbildung 4.19 dargestellt. Die-
ses Anthocyanidin wurde bereits 1939 in geschlossenen Knospen von gelb blithenden
P. nudicaule beschrieben [11]. Des Weiteren bestehen Gemeinsamkeiten im Chroma-
togrammprofil der ES-3 mit dem ES-4 des orange blithenden Kultivars [120]. In einer

vorangegangenen Untersuchung wurde nachgewiesen, dass in der orangen Bliite Pe-
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Abbildung 4.18: Rohextraktchromatogramme aus der HPLC-DAD-Analyse von ES-1
bis ES-5 des gelb blithenden P. nudicaule bei einer Wellenlénge von
460 nm

largonidinderivate und Nudicauline nebeneinander auftreten [57|. Ein Vergleich der
Retentionszeiten der Pelargonidinderivate aus orangen Bliiten und denen der ES-3 bis
ES-4 des gelb blithenden Kultivars ergab eine vollstandige Ubereinstimmung. Daraus
folgt, dass wiahrend der Entwicklung der gelben Kronblatter die gleichen Pelargonidin-
derivate auftreten. Dies gibt aufserdem den Hinweis darauf, dass die orangen Bliiten
dem ES-4 von gelb blithendem P. nudicaule entsprechen. Somit wére im orange blithen-
den Kultivar die Ausbildung der gelben Farbe, d.h. die Produktion der Nudicauline,

gehemmt bzw. limitiert.

In der Tabelle 4.6 sind die Retentionszeiten, die berechneten Wilks-A-Werte, die re-
lativen Signalintensitdten im Chromatogramm der HPLC-DAD-Analyse im Verlauf
der Entwicklungsstadien sowie die Identitéat ihrer Aglykone zusammengefasst. Da die
Wilks-A-Werte nahe null liegen, wurde eine sehr gute Trennung der ES-Proben er-

reicht.
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Vergleich der UV-Spektren aus der HPLC-DAD-Analyse von den
Pelargonidinderivaten in ES-3 der gelben P. nudicaule Bliiten (links)
und dem unsubstituierten Pelargonidin (Referenz, rechts)

Tabelle 4.6: Diskriminanzvariablen fiir die ES-1 bis ES-4 des gelben P. nudicaule ge-
ordnet nach den zugehérigen Retentionszeiten, Wilks-A und der Verteilung
ihrer relativen Intensitdten im Chromatogramm der HPLC-DAD-Analyse
sowie ihrer Aglykonstruktur

RT (min) | Wilks-A Verteilung Aglykon
7,7 5-1073 Zunahme bis ES-4 Kéampferol &
Pelargonidin
9,1 9.-1073 Zunahme bis ES-3 Pelargonidin
Abnahme in ES-4
10,0 4.1073 Zunahme bis ES-3 Kéampferol &
Abnahme in ES-4 Pelargonidin
12,8 7-1073 Zunahme bis ES-4 Gossypetin
13,4 16 -1073 Auftreten ab ES-4 Nudicaulin
14,9 1-1072 Zunahme bis ES-4 Gossypetin

4.3.4 Nudicauline in den Entwicklungsstadien

Im néchsten Schritt wurden die Nudicaulinfraktionen aus den 23 Proben (siche Ab-

schnitt 4.3.1) mit Hilfe des in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen Protokolls isoliert und

mittels analytischer HPLC gemessen. In den resultierenden Chromatogrammen bei

einer Detektionswellenldnge von 254 nm fiel auf, dass die beiden Nudicaulindiastereo-

mere ausschlieflich in den Entwicklungsstadien ES-4 und ES-5 detektiert werden, wie

in Abbildung 4.20 gezeigt wird. Damit beginnt erst hier die Reaktion der beiden In-

termediate aus dem Flavonoid- und dem Indolbiosyntheseweg zu den Nudicaulinen.

Weiterhin ist die Intensitét der Nudicaulinsignale im ES-5 deutlich héher als im ES-4.

Damit bestatigt sich, dass eine Unterteilung der nudicaulinhaltigen Entwicklungsstadi-
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en in orange und gelb sinnvoll und die gesamte Entwicklungsstadieneinteilung aus der
Clusteranalyse sehr niitzlich ist.

Hinzu kommt, dass die Anteile der Pelargonidinderivate mit der Zunahme der Nudi-
cauline geringer werden. Dieser Befund lédsst die Vermutung zu, dass sie Vorstufen der
beiden Nudicaulindiastereomere sein kénnten. Auferdem werden Pelargonidinderiva-
te ebenfalls iiber den Flavonoidbiosyntheseweg gebildet, so dass ihre Verwendung in
der Nudicaulinbildung vorstellbar ist. Wenn sie nicht Teil der Nudicaulinbiosynthese
sind, wére es sehr interessant, ihre Funktion und Bedeutung in den sich entwickeln-
den Kronblattern der gelb blithenden P. nudicaule Pflanzen zu untersuchen, da sie

eindeutig nicht der Farbgebung in den ausgebildeten gelben Bliiten dienen.
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Abbildung 4.20: Chromatogramme bei 254 nm aus der HPLC-DAD-Analyse der
Nudicaulinfraktionen von ES-1 bis ES-5

4.3.5 Fazit zur Einteilung der Entwicklungsstadien

Erklarung zum Eigenanteil: Alle Voruntersuchungen zur Einteilung der ES wurden
selbststéandig vorgenommen. Die Probenvorbereitung zur HPLC-DAD-Analyse und der
Trennungsgang zur Nudicaulinisolation der 23 Einzelbliitenproben erfolgten in Zusam-

menarbeit mit Bettina Dudek, wihrend die Auswertung der erhaltenen Chromatogram-
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me sowie die Durchfiihrung der multivariat-statistischen Auswertemethoden und die

Interpretation ihrer Ergebnisse eigenstidndig bearbeitet wurden.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Bliitenentwicklung mittels Clusteranalyse an-
hand der HPLC-DAD-Analyse der Rohextrakte von gelb blithenden P. nudicaule Pflan-
zen in fiinf Stadien einteilen lasst. Aufgrund dieses Ergebnisses besteht die Mdoglich-
keit, das Material aus unabhéngigen Probennahmen reproduzierbar zuzuordnen und
so die Vergleichbarkeit der Resultate verschiedener Experimente zu den Entwicklungs-
stadien zu gewahrleisten. Dieser Sachverhalt ist vor allem fiir die Durchfithrung und
Auswertung der Proteom- und Genexpressionsanalysen aus Proben der einzelnen Ent-

wicklungsstadien von Bedeutung.

Aus der Analyse der C2-Fraktionen der Entwicklungsstadien resultierte, dass erst das
ES-4 die beiden Nudicaulindiastereomere enthélt, wobei ihr relativer Anteil im ES-5
weiter zunimmt. Damit konnte gezeigt werden, dass erst im ES-4 die Bildung der
beiden Nudicauline beginnt, also die Reaktion des flavonoiddhnlichen Molekiils mit
Indol bzw. einem Indolderivat zum Nudicaulin I bzw. II erfolgt. Dementsprechend sind
alle an diesem Reaktionsschritt beteiligten Enzyme und Metaboliten im ES-4 zu suchen,
wahrend ihre eigenen Vorstufen in den vorangegangenen Entwicklungsstadien zu finden

sein sollten.

Die Auswertung zur Verteilung der prominentesten Metabolite in den Rohextrakten
der Entwicklungsstadien und die Identifizierung weiterer unbekannter Substanzen ist

Teil der Masterarbeit von Bettina Dudek [126].

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Duftanalysen aller vier untersuchten

P. nudicaule Kultivare sowie ihre 6kologische Beziehung zu Honighienen vorgestellt.
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4.4 Zusammenhang von Duft und Bliitenfarbe in

P. nudicaule

4.4.1 Analyse und Vergleich der Duftprofile

Unter Beriicksichtigung der aufsergewohnlichen Biosynthese der Nudicauline kénnte
auch bei P. nudicaule ein Zusammenhang in der Bildung der Duftkomponenten und
Bliitenfarbstoffe vorliegen. Im Zug dieser Arbeit wurden die fliichtigen Verbindun-
gen des Dufts aller vier Kultivare gesammelt und identifiziert. Im Anschluss kamen
multivariat-statistische Auswertemethoden fiir die Datenanalyse zum Einsatz. Dabei
lag ein Schwerpunkt darauf, herauszufinden, ob in P. nudicaule zwischen Bliitenfarbe

und Duft eine gemeinsame Biochemie besteht.

Da P. nudicaule seit dem 18. Jahrhundert als Zierpflanze in Europa und Nordamerika
angebaut wird [21], ist es wahrscheinlich, dass Bienen als universale Bestduber auch
am Fortpflanzungserfolg dieser Mohnart beteiligt sind. Aus diesem Grund wurden die
spektralen Reflexionsprofile der vier Bliitenfarben aufgenommen und mit der Wahrneh-
mung von Honigbienen verglichen. Zuletzt erfolgten Experimente mit nachgebildeten
Duftkompositionen der vier Kultivare und freifliegenden Honigbienen. Dabei sollte die
Frage geklart werden, ob die Pollinatoren in der Lage sind, die verschiedenen Diifte

voneinander zu unterscheiden, wenn sie zuvor auf einen Duft trainiert wurden.

Zunéchst erfolgte eine Analyse der Zusammensetzung der Duftbouquets der vier un-
tersuchten P. nudicaule Kultivare. Die Durchfithrung der Duftsammlung von intakten
Bliiten ist in Abschnitt 3.3.4 erldutert. Anhand der GC-MS-Daten konnte geschluss-
folgert werden, dass jede Bliitenfarbe ein eigenes Duftprofil besitzt, wobei nur wenige
Unterschiede in der Duftzusammensetzung bestehen. Die detektierten Verbindungen
sind 1,2-Dimethoxy- und 1,4-Dimethoxybenzen, Indol, 2,6,10-Trimethyldodecan (Far-
nesan) und Heptadecanon. In Abbildung 4.21 sind die Totalionenchromatogrammpro-
file fiir die Duftkompositionen der vier Bliitenfarben aus der GC-MS-Analyse einander

gegeniiber gestellt.

Die relative Intensitit von 1,2-Dimethoxybenzen ist im Duft der roten, gelben und

orangen Bliiten gegeniiber dem Anteil an 1,4-Dimethoxybenzen hoher. Im Gegensatz
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Abbildung 4.21: Totalionenchromatogramme aus der GC-MS-Analyse der Duftprofile
fiir die vier P. nudicaule Kultivare im blithenden Stadium

dazu ist 1,4-Dimethoxybenzen die dominanteste Verbindung im Bouquet der weifsen
Bliiten. Im Duft der weifen und roten Bliiten treten mehr Farnesanisomere auf, als
im Profil der orangen und gelben Bliiten. Die Intensitéit des Heptadecanonpeaks ist im

Duft der gelben und orangen Bliiten besonders dominant.

Es fallt auf, dass das Duftprofil der gelben Bliiten im Gegensatz zu den anderen einen
sehr markanten Indolpeak aufweist. Im Duft des weifen Kultivars ist sein Anteil deut-
lich geringer, in dem der roten und orangen fehlt er vollig. Dieser Befund steht im
direkten Zusammenhang zur Nudicaulinbiosynthese, da Indol eine Vorstufe der Nudi-
cauline ist, wie bereits in Abschnitt 4.2 gezeigt wurde.

Wihrend in gelben Bliiten (ab ES-5) keine bzw. kaum Pelargonidinderivate mehr nach-
gewiesen werden, sind diese an der Ausbildung der orangen Bliitenfarbe beteiligt. Dies
unterstiitzt die Hypothese, dass die orange, offene Bliite dem ES-4 der gelb blithenden
P. nudicaule Pflanzen entspricht. Damit wére hier die Nudicaulinbiosynthese durch die
verminderte Verfiigharkeit von Indol limitiert, wodurch sich die roten Pelargonidinde-

rivate in den Petalen akkumulieren und mit der geringeren Konzentration an gelben
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Nudicaulinen die orange Farbe erzeugen. Fiir die gelben Kultivare ergéabe sich so im
Umkehrschluss, dass die Verfiigbarkeit der Pelargonidinderivate der limitierende Faktor

fiir die Nudicaulinbildung ist, wodurch letztlich tiberschiissiges Indol emittiert wird.

4.4.2 Hauptkomponentenanalyse zur Duftzusammensetzung

Aus allen Chromatogrammen der GC-Analyse wurden die Peakflichen der fiinf ge-
nannten Verbindungen (1,2-Dimethoxy-, 1,4-Dimethoxybenzen, Indol, Farnesan, Hep-
tadecanon) integriert und ihr prozentualer Anteil in jeder Probe berechnet. Nach der
Standardisierung des Datensatzes wurde eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt.
Von den insgesamt fiinf errechneten Hauptkomponenten erfiillen nur die ersten beiden
das Kaiser-Kriterium, denn ihre Eigenwerte sind grofer eins. Bei der Darstellung von
Hauptkomponente 1 (Eigenwert 2,2) gegen Hauptkomponente 2 (Eigenwert 1,1) ergab
sich, dass durch Hauptkomponente 1 die Unterscheidung der Duftproben aus gelben
und weifen Bliiten erfolgt, wie in Abbildung 4.22 gezeigt. Dabei wurden zwei Proben
von gelben und drei von weifsen Bliiten entgegengesetzt zugeordnet. Interessanterweise
treten bis auf zwei alle Duftproben des orangen Kultivars zusammen mit denen gelber
Bliiten auf, obwohl die Intensitdten der fiinf Verbindungen in den Chromatogram-
men der beiden Farben voneinander verschieden sind. Des Weiteren werden mit einer
Ausnahme alle Proben der roten Bliiten durch die Hauptkomponente 1 von denen der
gelben und orangen Bliiten getrennt. Die Hauptkomponente 1 erklart insgesamt 44,0 %

und Hauptkomponente 2 insgesamt 22,3 % der Varianz des Datensatzes.

In Tabelle 4.7 sind die Ladungen der einzelnen Variablen fiir die beiden Hauptkom-
ponenten aufgefiihrt. Im Fall von Hauptkomponente 1 laden die beiden Dimethoxy-
benzene mit 0,69 bzw. 0,83 besonders hoch. Thr Vorzeichen ist weiterhin denen der
anderen drei Variablen entgegengesetzt, wobei die Ladung des Hepatdecanons (-0,82)
einen ahnlich hohen Beitrag zur Trennung leistet. Im Gegensatz dazu ergibt sich fiir
die zweite Hauptkomponente, dass die beiden iibrigen Verbindungen Indol (0,58) und

Farnesan (-0,74) auf sie den grokten Einfluss nehmen.
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Abbildung 4.22: Darstellung der Hauptkomponente 1 gegen 2 fiir die
Duftprobennahmen der vier P. nudicaule Bliitenfarben

Tabelle 4.7: Faktorladungen der Variablen in der Hauptkomponentenanalyse

Hauptkomponente 1 Hauptkomponente 2
1,2-Dimethoxybenzen 0,69 0,35
1,4-Dimethoxybenzen 0,83 -0,23
Indol -0,37 0,59
Farnesan -0,46 -0,74
Heptadecanon -0,82 0,20

4.4.3 Vergleich der Bouquets der weien und gelben Bliiten

Um zu untersuchen, ob zwischen den Daten der weif und gelb blithenden Kultiva-
re fiir die fiinf fliichtigen Verbindungen ein signifikanter oder zufélliger Unterschied
besteht, wurde zuerst auf Normalverteilung, Ausreifser und Varianzenhomogenitét ge-
priift. In Tabelle 4.8 sind die Mittelwerte der Flachen und die dazugehoérigen Stan-
dardabweichungen fiir die fliichtigen Verbindungen in diesen Proben zusammengefasst.
Es konnte gezeigt werden, dass fiir Indol und Heptadecanon ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Duftprofilen der beiden Bliitenfarben besteht. Bei den Daten des
1,2-Dimethoxybenzens ist er hingegen zuféllig. Bei der Datenanalyse fiir Farnesan und

1,4-Dimethoxybenzen konnte keine Varianzenhomogenitéit nachgewiesen werden, wes-
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wegen der t-Test nach Welch zur Anwendung kam. Aus den Ergebnissen folgte, dass
der Unterschied in den beiden Duftzusammensetzungen fiir Farnesan zufillig, jedoch
fiir 1,4-Dimethoxybenzen signifikant ist. Damit stellt sich die Frage, worin sich die
Biochemie (Biosynthese und biologische Funktion) der beiden Dimethoxybenzene im
weifs blithenden Kultivar unterscheidet, da von einem gemeinsamen biosynthetischen
Ursprung ausgegangen werden kann. Auferdem bleibt zu untersuchen, warum die rela-
tive Intensitiat von 1,4-Dimethoxybenzen im Duft der gelben Bliiten um mehr als das
Zehnfache geringer ist und welche Bedeutung es als fliichtige Verbindung fiir Pollina-

toren hat.

Tabelle 4.8: Mittelwert und Standardabweichung der prozentualen Fléchenanteile fiir
die fliichtigen Verbindungen im Duftprofil weiffer und gelber P. nudicaule
Bliiten

weifs gelb
1,2-Dimethoxybenzen 12,4 £ 11,7 % 11,6 = 7,3 %
1,4-Dimethoxybenzen 41,6 + 20,6 % 35+31%

Indol 25+19% | 245+54%
Farnesan 95+ 76 % 72+26%
Heptadecanon 15,9 £ 12,7 % 36,8 + 4,8 %

4.4.4 Bedeutung der spektralen Reflexion der vier Bliitenfarben

Die urspriinglich natiirlich auftretenden P. nudicaule Pflanzen besafsen weifse bzw. gel-
be Bliiten, die in ihrem gemeinsamen Habitat um Bestduber, wie beispielsweise Ho-
nigbienen, konkurrierten. Da diese Pollinatoren die Fahigkeit besitzen, die spektrale
Reflexion ihrer Umgebung wahrzunehmen, kénnen sie Bliitenfarben anhand ihres Re-
flexionsprofils unterscheiden. Der Vergleich der Farbwahrnehmung der Honigbienen mit
den Reflexionsprofilen der vier verschieden farbigen Bliiten in Abbildung 4.23 ergab,
dass die Pollinatoren in der Lage sind, die Bliitenfarben weif}, gelb und rot voneinander
zu unterscheiden. Die roten und orangen Bliiten werden jedoch als eine Bliitenfarbe

wahrgenommen, da ihre Reflexionsprofile zu dhnlich sind.

Aus diesem Ergebnis folgt, dass Honigbienen lernen kénnen, zumindest drei der Blii-

tenfarben zu unterscheiden. Des Weiteren sind sie in der Lage zu entscheiden, welche
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Abbildung 4.23: Vergleich der spektralen Reflexionen (links) der vier P. nudicaule
Bliitenfarben (aufgenommen von Kooperationspartner Dr. Jaime
Martinez-Harms, MPI fiir chemische Okologie) und
Farbwahrnehmung von Honigbienen nach [128] (rechts)

Bliitenfarbe sie anfliegen. Damit wiirde sich fiir den Kultivar, dessen Bliitenfarbe zuerst

erlernt wurde, ein 6kologischer Vorteil gegeniiber den iibrigen ergeben.

4.4.5 Freilandversuche mit kiinstlichen Diiften und Honigbienen

Um die Frage zu beantworten, ob die chemische Zusammensetzung des Dufts der P. nu-
dicaule Bliiten ebenfalls von Honighienen unterschieden bzw. erlernt werden kann,
wurden Freilandversuche durchgefiihrt. Die Versuchsarena war auf dem Gelédnde des
Max-Planck-Instituts fiir chemische Okologie aufgebaut, worin freifliegende Honigbie-
nen einzeln zundchst auf einen Duft konditioniert wurden, in dem sie Glucoselésung
als Belohnung erhielten. Nachdem jede Versuchsbiene mindesten 30 Mal die Konditio-
nierung durchlaufen hatte, wurde in der Arena ein weiterer Duft hinzugeschaltet und
der Bienenflug dreiflig Sekunden lang aufgezeichnet. Daran schloss sich die Auswer-
tung des Filmmaterials mit der Fragestellung an, wie oft welche Duftquelle angeflogen
wurde. Pro Tag erfolgten diese Tests mit zwei Honigbienen, die danach eingefangen
und eliminiert wurden. Fiir die Untersuchung wurden die nachgebildeten Bouquets
der gelb, weiff und rot blithenden P. nudicaule Pflanzen herangezogen. Mit sechs Ho-
nighienen erfolgte die Konditionierung auf einen Duft und der Test gegeniiber einem
anderen Bouquet. Stellvertretend fiir die Ergebnisse der Duftkombinationen fiir gelb-
weils, weilt-gelb, gelb-rot, rot-gelb, weifs-rot und rot-weifs ist in Abbildung 4.24 eine
Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse fiir die Konditionierung auf das Bouquet

der gelben Bliiten dargestellt.
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Abbildung 4.24: Vergleich der Landungszahlen der Honigbienen auf den
Emissionsquellen des konditionierten Dufts des gelben Kultivars und
der im Test hinzugefiigten Bouquets von roten bzw. weifsen Bliiten
(links) und Vergleich der Landungszahlen der Honigbienen bei
Konditionierung auf Duft und Farbe der gelben Bliiten im Test
gegen Duft und Farbe der weifsen Bliite (rechts)

Die erlernte Duftzusammensetzung der gelben Bliiten wurde von den Honigbienen in
jedem Test bis zu dreimal haufiger angeflogen als der neue Duft. Dabei wurde so-
wohl beim Vergleich des Bouquets der gelb blithenden mit dem Duftprofil der roten
bzw. weiften Bliiten kein Unterschied beobachtet. Dieser Befund bestétigte sich auch
bei der Konditionierung auf den roten sowie weifsen Duft und dem sich anschliefsen-
den Vergleich der beiden iibrigen Bouquets. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die
Konditionierung bzw. das Erlernen eines Dufts einen Einfluss auf die Zielfindung der
Honigbiene hat, so dass ein 6kologischer Vorteil im natiirlichen Habitat fiir die zuerst

erlernte Duftkombination bestehen konnte.

In einem weiteren Experiment wurde auf Duft und Bliitenfarbe konditioniert, wobei
der Bereich um die Emissionsquelle mit einem farbigen Papier mit denselben spektralen
Eigenschaften wie die der Bliitenblédtter beklebt worden war. Daraus resultierte, dass
die zuvor erlernte Kombination bis zu zehnmal haufiger angeflogen wurde als die neue.
Damit konnte gezeigt werden, dass Bliitenfarbe und Duft gemeinsam Einfluss auf das
Pollinatorverhalten nehmen und zusammen den Lerneffekt verstiarken, wobei dies den
okologischen Vorteil der zuerst angeflogenen Varietdt im natiirlichen Habitat weiter

begiinstigen wiirde.
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4.4.6 Fazit zur Duftanalyse der Bliitenfarben in P. nudicaule

Erklirung zum Eigenanteil: Die Duftsammlung wurde zusammen mit Dr. Jaime
Martinez-Harms und Bettina Dudek durchgefiihrt. Die Auswertung der von Dr. Jaime
Martinez-Harms gewonnen GC-MS-Daten sowie die anschliefsende Hauptkomponen-
tenanalyse und die statistischen Berechnungen erfolgten eigenstdndig, ebenso wie die
Interpretation der erhaltenen Ergebnisse. Die Freilandversuche und die Auswertung
ihrer Resultate wurden wiederum zusammen mit Dr. Jaime Martinez-Harms, Bettina
Dudek und Olga Thssen durchgefiihrt. Die Aufnahme der spektralen Reflexionsprofile

aller vier Bliitenfarben erfolgte durch Dr. Jaime Martinez-Harms.

Aus den gewonnenen Ergebnissen folgt, dass Indol ein Hauptbestandteil des Dufts der
gelben P. nudicaule Bliiten ist und in denen der anderen drei Kultivare keinen oder nur
einen geringen prozentualen Teil einnimmt. Dabei besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Indolanteil im Duft der beiden natiirlichen P. nudicaule Bliitenfarben,
weifs und gelb. Dieser Befund lasst sich in direkten Zusammenhang mit der Nudicau-
linbiosynthese in gelben Bliiten bringen, worin Indol Ursprung der Ringe ¢ und d im
Aglykon ist. In ES-3 und ES-4 kénnen noch Pelargonidinderivate detektiert werden,
die im ES-5 fehlen, wenn die Petalen die finale Gelbfarbung annehmen. Das Fehlen
des Indols im Duft der orangen Bliiten unterstiitzt die Vermutung, dass es sich um
einen limitierenden Faktor der Nudicaulinbildung handelt und dass die orange Bliite
dem ES-4 der gelben Kronblétter entspricht. Denn hier sind noch Pelargonidinderivate
vorhanden, deren Rottone gemeinsam mit den gelben Nudicaulinen die beobachtete
Orangefiarbung der Kronblatter generieren. Damit wird die aktuell diskutierte Theorie
iiber eine enge Assoziation zwischen der Biochemie bzw. der Biosynthesen von Farbstof-
fen und Duftbestandteilen in den Bliiten unterstiitzt. Da die hier erbrachten Resultate
an Wildtyppflanzen bzw. Kultivaren und nicht an genmanipulierten Pflanzen entstan-
den sind, unterscheiden sie sich gravierend vom Grofiteil der vorausgegangenen Studien

an anderen Pflanzen in der Literatur [35, 47, 49].

Worin die molekularen und biochemischen Unterschiede der Biosynthesen der Duft-
metabolite und Farbstoffe der weifs, gelb und orange blithenden P. nudicaule Pflan-
zen bestehen und ob die Verfiigharkeit der Pelargonidinderivate bzw. des Indols in

gelben bzw. orangen Bliiten tatsédchlich limitierende Faktoren der Nudicaulinbildung
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sind, werden die aktuell durchgefiihrten Analysen des Proteoms und Transkriptoms der

Entwicklungsstadien aller drei Kultivare zeigen.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass der Duft sowie die Kombination aus
Bliitenfarbe und Duft der P. nudicaule Bliiten Einfluss auf das Verhalten von Pollina-
toren, wie Honigbienen, nehmen kénnen. Je nachdem, welche Kombination von Duft
und Farbe der Bestauber im Freiland zuerst erlernt hat, kénnte der Fortpflanzungser-
folg der anderen Kultivare im selben Habitat negativ beeinflussen. Insbesondere weil
die Anthese von P. nudicaule im selben Zeitraum auftritt. Dabei werden pro Pflanze
bis zu 15 Bliiten produziert, die sich nacheinander 6ffnen und drei bis vier Tage blii-
hen. Die Honighienen wiirden damit bevorzugt die Bliiten der zuvor gelernten Duft-
Bliitenfarbkombination anfliegen bzw. bestduben, bevor sie sich den Bliiten der anderen

Kultivare zuwenden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Struktur, die Biosynthese und die 6kologische Be-
deutung der farbgebenden Nudicauline aus gelben P. nudicaule Bliiten untersucht. Es
handelt sich dabei um Indolalkaloide, die eine aukergewohnliche polyphenolartige Teil-
struktur und drei Glucosesubstituenten aufweisen. Die Nudicauline wurden erstmals
1939 isoliert [11], wobei erst 2006 ein erster Strukturvorschlag publiziert wurde [13].
Offene Fragestellungen in Bezug auf die Aglykonstruktur und das Interesse an der un-
bekannten Biosynthese dieser einzigartigen Indolalkaloide bildeten den Ausgangspunkt

der vorliegenden Arbeit.

Es erfolgte zunéchst die Synthese von Nudicaulinderivaten durch Hydrierung, Methylie-
rung und enzymatische Hydrolyse. Die anschliekende Auswertung der erhaltenen NMR-
und MS-Daten sowie der, in einer Kooperationsarbeit entstandenen, experimentell be-
stimmten und quantenmechanisch berechneten UV- und CD-Spektren, resultierte in
der Revision des Strukturvorschlags und erstmals in der Bestimmung der absoluten
Konfiguration der beiden Diastercomere [15]. Dabei bestéatigte sich die aufergewthn-
liche Zusammensetzung der Nudicauline aus einer Indol- und einer polyphenolartigen
Untereinheit, so dass die Frage nach dem Verlauf der bisher unbekannten Biosynthese

in den Mittelpunkt der Untersuchung riickte.

Es wurde die Hypothese abgeleitet, dass die Nudicaulinbildung tiber eine Kombination
des Indol- und Polyphenolbiosyntheseweges verlauft. Mittels einer vorausgegangenen
3C0,-Studie gelang die erste Bestitigung dieses Sachverhalts [14]. Es wurde nach-
gewiesen, dass Intermediate des Indolmetabolismus zur Bildung der Ringe ¢ und d
verwendet werden, wiahrend Metabolite des Phenylpropanoid- und des Polyketidbio-
syntheseweges fiir die Formierung der Ringe f bzw. a verantwortlich sind. In dieser
retrobiosynthetischen Studie wurden eine naringeninartige Verbindung und Trypto-
phan bzw. Tryptamin als potentielle Vorstufen zur Ausbildung der Ringe b und e im

Nudicaulinaglykon vorgeschlagen [14].

Da weder Daten zum Transkriptom noch zu den Enzymen in den Kronblattern von
P. nudicaule fiir molekularbiologische Analysen existierten, wurden Fiitterungsexpe-

rimente mit *C-markierten Substanzen aus den beiden beteiligten Biosyntheserouten
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durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass zerkleinertes Bliitenmaterial aus den Knospen fiir
Fiitterungsexperimente geeignet ist. Dabei war das Ziel herauszufinden, welche Vor-
stufen in die Aglykone eingebaut werden und an welcher Stelle Unterschiede zu den

bekannten Biosynthesewegen auftreten, die zur Nudicaulinbildung fiihren.

Die Versuche mit universal markierter Glucose ergaben, dass die Nudicaulinbiosynthe-
se de novo und wn situ in den Bliitenblattern stattfindet. Demnach sind alle beteilig-
ten Metabolite und Enzyme in den sich entwickelnden Kronblédttern zu finden. Des
Weiteren bestitigte die Ubereinstimmung der gewonnenen Ergebnisse mit denen der
3CO,-Studie [14], dass sich die Fiitterungsexperimente dazu eignen, die Vorgéinge im

Biosynthesenetzwerk der Bliitenblétter als biologisches System zu untersuchen.

Mit Hilfe der Fiitterungsexperimente konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der
Ring a aus drei Acetateinheiten gebildet wird. Dieser Befund korrespondiert mit dem
Verlauf des Polyketidbiosyntheseweges [129] und unterstiitzt somit das Ergebnis der
3CO,-Studie [14]. Auferdem leiten sich die Kohlenstoffatome C-3, C-11, C-12 und der
gesamte Ring f aus dem intakten Phenylpropankohlenstoffskelett ab, wie das Experi-
ment mit universal markiertem Phenylalanin bewies. Als Ursprung der Hydroxylgruppe
an C-4' im Ring f kommt besonders Tyrosin als ein Folgemetabolit von Phenylalanin
in Frage, da '3C-Einbau in das Nudicaulinaglykon aus dem Versuch mit [2-'3C]|Tyrosin
nachgewiesen wurde. Fiitterungsexperimente mit '*C-markierter p-Cumarsiure, die
tiber wenige Schritte aus Phenylalanin bzw. Tyrosin gebildet wird [80], resultierten je-
doch nicht in ¥*C-Einbau. Der wahrscheinlichste Grund fiir diese Beobachtung ist das
Channeling des Substrates in einem makromolekularen Enzymkomplex, dessen Auftre-
ten in der Flavonoidbiosynthese bereits in der Literatur beschrieben wurde [86, 88]. Der
13C-Einbau von markiertem Phenylalanin und Tyrosin als Vorstufen der Phenylpropa-
noidbiosyntheseroute steht in Einklang mit den Ergebnissen der *CO,-Studie [14] und

der vorausgegangenen Hypothese zur Nudicaulinbildung.

Die untersuchten Metabolite des Indolbiosyntheseweges waren [ring-'*C]Anthranil-
siiure, [2-13C]Indol, [**C,,]Tryptophan sowie [**C,,|Tryptamin. Zunichst erfolgte der
Beweis, dass Anthranilsdure das Kohlenstoffgeriist fiir den Ring d darstellt, wodurch
sich die Beteiligung von Intermediaten des Indolweges an der Nudicaulinbiosynthese

bestitigte. Jedoch konnte in Fiitterungsexperimenten mit 3C-markiertem Tryptophan
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keine 3C-Markierung in den Zielmolekiilen detektiert werden. Dieser Befund war aus
der Literatur fiir Alkaloide bereits bekannt [127], wobei anstelle von Tryptophan das
strukturverwandte Tryptamin die Vorstufe bildete. Entgegen allen Erwartungen er-
gab sich im Versuch mit *C-markiertem Tryptamin kein positives Ergebnis, wodurch
zum ersten Mal ein Widerspruch zur vorausgegangenen Hypothese bestand. Letztlich
konnte im Fiitterungsexperiment mit [2-!3C|Indol der positionsspezifische *C-Einbau
in Position C-2 des Nudicaulinaglykons nachgewiesen werden. Aus diesem Grund ist
der Ursprung der Kohlenstoffatome C-2 und C-13 tatséchlich Indol bzw. ein struktu-
rell nahverwandter Metabolit. Dies untermauert den Befund der Bindungsmarkierung
(bond labeling) zwischen diesen Positionen in der **CO,-Studie [14] und im Versuch
mit universal markierter Glucose. In Abbildung 5.1 sind die wichtigsten Ergebnisse der

Fiitterungsexperimente schematisch zusammengefasst.

Da die Nudicaulinbiosynthese de novo und in situ in den unreifen Petalen stattfindet,
eroffnete sich eine weitere Perspektive, diese wihrend der Kronblatterentwicklung zu
untersuchen. Dafiir sprach auch, dass die Bliiten in den Knospen des gelben P. nudicau-
le Kultivars einen Farbwechsel von weifs iiber blass rot und rot zu orange bis schliellich

gelb durchlaufen.

Zunichst wurde eine Einteilung der Bliitenentwicklung in Stadien mittels HPLC-DAD-
Analyse und multivariat-statistischer Auswertemethoden durchgefiihrt. Aus der Clus-
teranalyse resultierte eine Unterscheidung in fiinf Entwicklungsstadien. Aufgrund des-
sen, dass diese mit blofsem Auge unterschieden werden konnten, war eine problemlose
Adaption der Stadien in die Probennahmestrategie moglich. Dies schuf die Vorausset-
zung fir reproduzierbare und vergleichbare Analysenergebnisse aus verschiedenen Pro-
bennahmen. Gleichzeitig wurden diese Kenntnisse genutzt, um erstmals das Proteom
und Transkriptom in den Entwicklungsstadien von P. nudicaule zu analysieren. Es er-
gab sich weiterhin die Aussicht, molekularbiologische Experimente und schlussendlich
Enzymassays zur Analyse der Produkte einer hypothetischen Nudicaulinsynthase zu

einem spéteren Zeitpunkt durchzufiihren.

Die Diskriminanzanalyse zeigte, dass sechs Variablen zur Unterscheidung der Stadi-
en notwendig sind. Dazu zéhlen ein Nudicaulin- und zwei Gossypetinderivate sowie

drei weitere Verbindungen, von denen zwei mit Kémpferolderivaten tiberlagert waren.
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Abbildung 5.1: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse aus den
Fiitterungsexperimenten mit *C-markierten Intermediaten des
Polyketid-, Phenylpropanoid- und Indolbiosyntheseweges
(gleichfarbige Kohlenstoffatome haben denselben biosynthetischen
Ursprung)

Die unbekannten Metabolite besaken das gleiche UV-Spektrum. Demnach war davon
auszugehen, dass es sich um strukturell verwandte Verbindungen handelte. Mittels
MS konnte gezeigt werden, dass die Massenspektren aller drei Verbindungen m/z 271
aufweisen, was dem Aglykon des Pelargonidins entspricht. Dieses Anthocyanidin war
bereits 1939 im unreifen Bliitenmaterial von gelb blithenden P. nudicaule nachgewiesen
worden [11]. In den orangen Bliiten von P. nudicaule tritt es neben den Nudicaulinen

mit folgenden Substitutionen auf [57]:

e Pelargonidin-3- O-B-sophorosid-7- O-3-glucosid
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e Pelargonidin-3- O-3-(6-malonyl)-sophorosid-7- O-/-glucosid
e Pelargonidin-3- O-/-(6-malonyl)-sophorosid-7- O--(6-malonyl)-glucosid

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob in gelben die gleichen Pelargonidinderivate
vorkommen wie in orangen Bliiten, erfolgte eine HPLC-DAD-Analyse mit Rohextrak-
ten oranger Kronbldtter und Proben von ES-3 sowie ES-4 der gelben Bliiten. Anhand
der iibereinstimmenden Retentionszeiten und den zugehorigen UV-Spektren konnte ge-
schlussfolgert werden, dass tatsdchlich die gleichen Anthocyane in beiden Kultivaren
auftreten. Weiterhin fiel bei der Auswertung der LC-Profile der Entwicklungsstadien
auf, dass die relative Intensitit der Pelargonidinsignale bis ES-3 zunimmt, danach ab-
fallt und im blithenden Stadium génzlich fehlt. Damit ist das Auftreten dieser Verbin-
dungen kontrér zu dem der Nudicauline, die erst ab ES-4 detektiert werden. Es handelt
sich also wahrscheinlich bei den Pelargonidinderivaten um die Vorstufen aus dem Fla-
vonoidbiosyntheseweg, wie es in &hnlicher Weise in [14] vorgeschlagen wurde. Weiterhin
zeigte sich, dass der letzte Schritt der Nudicaulinbildung zwischen ES-3 und ES-4 statt-
findet. Es ist davon auszugehen, dass das Enzym bzw. die Enzyme, die diese Synthese
katalysieren, in ES-4 exprimiert vorliegen. Entsprechende Experimente zur Proteom-
und Transkriptomanalyse aller fiinf Entwicklungsstadien wurden wéhrend dieser Ar-
beit begonnen, so dass nach ihrem Abschluss im Folgenden die gewonnenen Rohdaten
fiir umfassende Auswertungen zur Verfiigung stehen. Dabei bietet sich nicht nur die
Moglichkeit, das unbekannte Enzymsystem aufzukldren, sondern auch die Korrelatio-
nen zwischen Metaboliten- und Enzymprofil sowie den entsprechenden transkribierten

Genen in Abhéngigkeit von der Bliitenentwicklung ausfiihrlich zu analysieren.

An die Einteilung der Bliitenentwicklung bei den weifs und orange blithenden Kulti-
varen [120] schlossen sich die Analysen der Transkriptome an. Ein Vergleich mit den
Ergebnissen der gelben Bliiten kénnte Riickschliisse auf die Regulierung des Biosyn-
thesenetzwerks ermoglichen. Hierbei sollten insbesondere die Gemeinsamkeiten in der
Biochemie der Nudicaulinbiosynthese in den gelb und orange bliihenden Kultivaren
untersucht werden, da in den orangen Bliiten ebenfalls Pelargonidinderivate und Nu-

dicauline nebeneinander vorliegen [57].

Die Duftprofilstudie der vier verschiedenfarbigen P. nudicaule Kultivare zeigte, dass

sich die Bouquets nur aus vier bis fiinf fliichtigen Verbindungen zusammensetzen. Be-
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merkenswert war das Auftreten von Indol, einer nachgewiesenen Vorstufe der Nudi-
caulinbiosynthese, im Duft der gelben und weifen Bliiten. Dabei war der prozentuale
Anteil im Bouquet des gelben Kultivars signifikant héher. Im Duftprofil der roten und

orangen P. nudicaule Bliiten fehlte das Indol hingegen vollig.

Dieses Ergebnis lisst die Uberlegung zu, dass iiberschiissiges Indol nach der beendeten
Nudicaulinbildung emittiert wird. Somit ware hier das Vorhandensein der potentiellen
Flavonoidvorstufen (beispielsweise der Pelargonidinderivate) der limitierende Faktor
dieser Biosynthese. Im Gegensatz dazu spricht das Fehlen des Indols im Duftprofil der
orangen Bliiten dafiir, dass durch diesen Mangel die Nudicaulinbildung gestoppt und
die Pelargonidinderivate akkumuliert werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
orange Bliite dem ES-4 des gelben Kultivars entspricht. Eine umfassende Auswertung
aller Transkriptom- und Proteomdaten wird es ermdglichen, diese Hypothese weiter
zu untersuchen. Fiir den Fall, dass die Pelargonidinderivate an der Nudicaulinbiosyn-
these unbeteiligt sein sollten, ergébe sich die Frage nach ihrer Funktion in den sich
entwickelnden Kronblédttern der gelb blithenden P. nudicaule Pflanzen, da sie offenbar
nicht zur Farbgebung in den gelben Bliiten beitragen. Es ist nicht auszuschliefsen, dass
der Farbwechsel wihrend der Bliitenbildung die Evolution des gelben Bliitenfarbtons
widerspiegelt. So kénnte neben der weiffen urspriinglich eine rot blithende Form exis-
tiert haben. Durch Mutation wére ein Enzym entstanden, dass die Nudicaulinbildung
ermoglichte und so gelbe Bliiten generierte. Diese konnten sich wiederum im zeitlichen
Verlauf gegeniiber der roten Form durchgesetzt haben, so dass sie nun als einzige natiir-
liche Varietét von P. nudicaule neben der weiften auftreten. Durch Ziichtung kénnte die
Mutation riickgéngig gemacht und damit die urspriingliche rote Farbe als Kulturform

hervorgebracht worden sein.

Ein weiterer wichtiger Aspekt im Zuge der Duftstudie war die Bedeutung des Dufts
und seiner Kombination mit der Bliitenfarbe fiir die 6kologische Interaktion von P. nu-
dicaule mit potentiellen Pollinatoren. Denn Bouquet und Farbung gehéren zu den
essentiellen Reizen fiir das Anlocken von Bestdubern [47|, die oft Bliitenfarben von-
einander unterscheiden kénnen [128]. Anhand der spektralen Reflexionsprofile der vier
untersuchten P. nudicaule Kultivare wurde geschlussfolgert, dass Honigbienen die Blii-
tenfarben weifs, gelb und rot differenzieren konnen. Eine Unterscheidung zwischen rot

und orange ist ihnen jedoch unméglich. Auf Grundlage dieser Ergebnisse erfolgten Kon-
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ditionierungsversuche mit freifliegenden Honigbhienen und den kiinstlich nachgebildeten
Bouquets der weiften, gelben und roten Bliiten. Dabei landeten die Honighienen etwa
dreimal so haufig am zuvor erlernten Duft als bei dem neu hinzugekommenen Bou-
quet. Dieses Resultat verbesserte sich auf das Zehnfache, als zusétzlich zum Bouquet
auch die zugehorige Farbe erlernt wurde. Daraus folgt, dass beide Reize einen grofen
Einfluss auf den Lerneffekt und somit auf das Bestdubungsverhalten von Pollinatoren
wie Honigbienen nehmen kénnen. Somit ergibt sich ein 6kologischer Vorteil fiir die zu-
erst erlernte Duft- und Bliitenfarbkombination einer P. nudicaule Varietéit in einem
natiirlichen Habitat. Freilandversuche mit authentischen Populationen von verschie-
denfarbigen P. nudicaule konnten im Folgenden Aufschluss dariiber geben, wie groft
der mogliche 6kologische Vorteil ist. Weiterhin bleibt zu klaren, wie sich die Zielfindung
von Honigbienen dndert, wenn eine Konditionierung auf Duft und Bliitenfarbe erfolgt,
anschlieftend im Test jedoch nur einer dieser Reize fiir die Erkennung zur Verfiigung

steht.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Bouquets stammten ausschlieflich aus siebenstiindi-
gen Duftsammlungen, die am Tag mit frisch gedffneten Bliiten durchgefiihrt wurden.
Die Analyse von moglichen tagesperiodischen Anderungen in der Duftzusammenset-
zung, wie beispielsweise bei Lowenméulchen [45] und wéhrend der flinftagigen Bli-
tezeit, sind interessante Fragestellungen fiir zukiinftige Studien. Weiterhin bleibt zu
untersuchen, ob bei P. nudicaule die Duftemittierung signifikant abfallt, nachdem die
Pollination erfolgte, wie es bei Petunien vorkommt [46]. Bei den genannten Ansatz-
punkten sind insbesondere die Unterschiede in der Duftzusammensetzung der beiden
nudicaulinhaltigen Kultivare (gelb und orange blithend) beziiglich des Indols als wich-
tige Vorstufe von Belang. Dabei ist zu vermuten, dass der Duft der gelben Bliite seinen
Indolanteil {iber die Zeit schnell verliert, wenn es sich hierbei ausschlieflich um einen
Uberschuss aus der Nudicaulinbiosynthese handelt und nicht um einen wichtigen Be-
standteil zur ©6kologischen Interaktion mit Pollinatoren, der stetig neu synthetisiert

wird.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass die umfassende Analyse von Struktur, ab-
soluter Konfiguration, Vorstufen sowie des zeitlichen Verlaufs der Biosynthese und die
okologische Bedeutung der Nudicauline eine essentielle Basis fiir weitere Untersuchun-

gen zu P. nudicaule bilden. Dafiir stehen die erarbeiteten und erprobten Protokolle zur
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Durchfiihrung von Fiitterungsexperimenten, von Probennahmen der Entwicklungssta-
dien von gelben Bliiten, von Protein- und RNA-Extraktionen aus dem Bliitenmaterial

sowie Duftsammlungen und Honigbienenkonditionierungsversuchen zur Verfiigung.

Mit den gewonnenen Erkenntnissen dieser Arbeit wurde die vorausgegangene Hypo-
these (siche Abschnitt 2.4.6) zum Verlauf der Nudicaulinbiosynthese tiberarbeitet. Sie
ist zusammen mit potentiellen Enzymen, wie sie in anderen pflanzlichen Systemen

nachgewiesen wurden, in Abbildung 5.2 dargestellt.
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P-O N | / N , — , ,
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CHI Chalconisomerase PRAI Phosphoribosylanthranilatisomerase
CHS Chalconsynthase TDC Tryptophandecarboxylase
DFR Dihydroflavanol-4-reduktase TRPa Tryptophansynthase (a)
F3H Flavanon-3-hydroxylase TRPb Tryptophansynthase ()
IGPS Indolglycerinphosphatsynthase TRP* mutierte Tryptophansynthase (Hypothese)

Abbildung 5.2: Uberarbeitete Hypothese zum Verlauf der Nudicaulinbiosynthese mit
den méglichen finalen Vorstufen Indol und Pelargonidin (gleichfarbige
Kohlenstoffatome haben denselben biosynthetischen Ursprung)

Die Bildung der Nudicauline konnte durch eine Nudicaulinsynthase katalysiert wer-
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den, welche beispielsweise von einer mutierten Tryptophansynthase abstammt. Um
diese Vermutung zu bestatigen, konnen die Daten aus den Transkriptom- und Proteo-
manalysen zu den Entwicklungsstadien der gelb, weifs und orange bliithenden Kultivare
herangezogen werden. Deren Auswertung wird umfassende Einblicke in das Biosynthe-
senetzwerk der P. nudicaule Bliiten geben sowie zu allen Enzymen, die an der aufser-

gewOhnlichen Nudicaulinbildung beteiligt sind.

Die ausstehende Identifizierung der vorgeschlagenen naringeninartigen Vorstufe bzw.
die Bestatigung, dass es sich hierbei um die detektierten Pelargonidinderivate handelt,
wird es ermoglichen, Enzymassays mit Indol und dem isolierten und gereinigten Enzym
(Nudicaulinsynthase) durchzufiihren. Dieses Enzym wird vermutlich im ES-3 oder ES-4
der gelben P. nudicaule Bliiten zu finden sein. Mit Hilfe von Enzymassays kann dann
einwandfrei bewiesen werden, dass dieses Enzym die Bildung der beiden Nudicaulin-
diastereomere aus Indol und der anderen ermittelten Vorstufe katalysiert. Dabei muss
jedoch beachtet werden, dass zumindest eine Glucoseeinheit an C-11 der Zielmolekiile
notwendig ist, um einen Zerfall zu verhindern. Aus diesem Grund sollte zum Beispiel
kein Aglykon, sondern eher eine bereits glucosylierte Vorstufe eingesetzt werden, die in

der Biosynthese eine Rolle spielt.

Weitere Untersuchungen zur Bioaktivitdt und den chemischen Eigenschaften der Nudi-
cauline oder ihrer Synthesederivate (beispielsweise der Monoglucoside) konnten zudem
zeigen, ob sie sich zum FEinsatz in der Pharmazie, der Lebensmittelproduktion, der
chemischen Industrie oder als Farbstoffe bzw. Farbemittel eignen. Aus 6konomischer

Sicht bestiinde in diesem Fall dringender Forschungsbedarf zu ihrer Totalsynthese.

Viele der vorgestellten offenen Fragestellungen bilden jetzt zentrale Punkte in einem
nachfolgenden Forschungsprojekt und einer weiteren Doktorarbeit, so dass auf Grund-
lage der vorliegenden Arbeit weitere wichtige Erkenntnisse zur Biosynthese und Be-

deutung der aufergewohnlichen Nudicauline aus P. nudicaule in Aussicht stehen.
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Anhang A. Ubersicht der Inhaltsstoffe von P. nudicaule Bliiten

A Ubersicht der Inhaltsstoffe von

P. nudicaule Bliten

Ké&ampferolderivate nach [13]:

(1) Kémpferol-3- O-f-sophorosid
(2) Isomer von 1

(3) Kémpferol-3- O-S-sophorosid-7- O-f-glucosid

(4) Kémpferol-3- O--sophorosid-7- O--(6-malonyl)-glucosid

(5) Kéampferol-3- O-4-(6-malonyl)-sophorosid-7- O-3-glucosid

(6) Kémpferol-3- O-/-(6-malonyl)-sophorosid-7- O--(6-malonyl)-glucosid
(7)

Isomer von 6

Gossypetinderivat nach [13]:

(A) Gossypetin-7-0-f-glucosid (Gossypitrin)

Nudicauline nach [13]:

I) Nudicaulin-7- O-f-glucosid-11- O-sophorosid

IT) Isomer von I

IIT) Nudicaulin-7- O-S-glucosid-11- O-(-(6-malonyl)-sophorosid
IV) Isomer von III

V) Nudicaulin-7- O-3-(6-malonyl)-glucosid-11- O-f-sophorosid
VI
VII) Nudicaulin-7- O--(6-malonyl)-glucosid-11- O- 5-(6-malonyl)-sophorosid
VIII) Isomer von VII

) Isomer von V

(
(
(
(
(
(
(
(

Pelargonidinderivate nach [57]:

(8) Pelargonidin-3- O-f-sophorosid-7- O--glucosid

(9) Pelargonidin-3- O-4-(6-malonyl)-sophorosid-7- O--glucosid

(10) Pelargonidin-3- O-f-(6-malonyl)-sophorosid-7- O--(6-malonyl)-glucosid
(11) Pelargonidin-3- O-f-sophorosid

(12) Pelargonidin-3- O-4-(6-malonyl)-sophorosid
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Anhang B. Ubersicht iiber Fiitterungsexperimente

B Ubersicht iiber Fiitterungsexperimente

Tabelle B.1: Ubersicht iiber Fiitterungsexperimente — Teil 1

Nr. | Vorstufe i&r;iegs‘ftzte 1(\;Igdr1nul;n Elgl;cteerril;l
1 [*3C4]Glucose 50 mg Wasser 10g
2 ['*Cg]Glucose 50 mg Wasser 16¢g
3 ['3C4]Glucose 100 mg Wasser 25¢g
4 ['3Cg|Glucose 375 mg Wasser 1.3 ¢
5 [*3C¢]Glucose 125 mg Wasser 15g
6 [1-13C]Phenylalanin 5 mg Wasser 16¢g
7 [1-13C]Phenylalanin 10 mg Wasser 14¢g
8 ['3C,y]Phenylalanin 15 mg Wasser 10g
9 [3-13C]Phenylalanin 15 mg Wasser 19¢
10 [ring-'3C¢|Phenylalanin 15 mg Wasser 09¢g
11 [2-13C]Phenylalanin 15 mg Wasser 08¢
12 [**C,,| Tryptophan 15 mg Wasser 15g
13 [1-13C]Natriumacetat 7,5 mg Wasser 10¢g
14 ['*C,, ] Tryptophan 15 mg Wasser 05¢g
15 [2-13C|Phenylalanin 15 mg Wasser 1,0 g
16 [1-13C]Natriumacetat 7,5 mg Wasser 12¢
17 [1-13C]Natriumacetat 7,5 mg Wasser Ilg
18 [2-13C]Malonsdure 9,5 mg Wasser 12¢
19 [2-13C]Indol 10,5 mg Wasser 1,7¢g
20 [2-13C]Malonséure 9,56 mg Wasser 10g
21 [ring-'*C¢]Anthranilsiure | 10,5 mg Wasser 10g
22 [**C;]Ribose 12,5 mg Wasser 1,3 ¢
23 [1-13C]Natriumacetat 15 mg Wasser 10¢g
24 ['*C,]Natriumacetat 15 mg Wasser 08¢
25 [2-13C]Malonséure 15 mg Wasser 0,8 ¢g
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Anhang B. Ubersicht iiber Fiitterungsexperimente

Tabelle B.2: Ubersicht iiber Fiitterungsexperimente — Teil 2

eingesetzte Medium Bliiten-
Nr. | Vorstufe Menge (50 ml) material
26 [ring-'*C¢]Anthranilsiure | 15 mg Wasser 19¢
27 [1-13C]Natriumacetat 15 mg Wasser 15g
28 ['*C,]Natriumacetat 15 mg Wasser 20g
29/30 | [**'N|Anthranilsiure 15 mg Wasser 20/21g
31/32 | ['**'N|Ammoniumchlorid 100 mg Puffer* 10g/12¢g
33/34 | [**N]Anthranilséure 50 mg Puffer* 13g/13¢g
35 [*C;]Ribose 25 mg Puffer* 09 g
36 [**C5]Ribose 25mg ab Tag 2 | Puffer* lg
37 ["3C;]Ribose 25 mg Puffer* lg
38 [*3C, | Tryptamin 10 mg Puffer* 1,3 ¢
39 [2-13C]Indol 20 mg Puffer* 12¢g
|2-13C]-p-Cumarsiure/ 10,5 mg / «
10 [*3C¢]Glucose 200 mg Pulfer ldg
41 [2-13C]-p-Cumarsiure 6 mg Puffer* 12¢g
42 |2-13C]-p-Cumarsiure 10 mg Puffer* 13g
, Puffer* /Wasser
43 [2-1°C]-p-Cumarséure 3 mg (1:1 V%) 12¢g
: Puffer* /Wasser
13
44 [*°Cy|Phenylalanin 30 mg (1:1 V%) 10g
Puffer* /Wasser
13
45 [*°Cg]Glucose 200 mg (1:1 V%) 09¢g
Puffer* /Wasser
13
46/47 | [2-"°C|Indol 10 mg (1:1 V%) 12g/13¢g
X
48 [2-13C]-p-Cumarsiure 10 mg Zu{fe\l}% )VV asser 1,3 ¢
X
49 [2-13C]-p-Cumarsiure 10 mg Zu{fe\r/% )VV asser 1,3 ¢
: Puffer*™/Wasser
13
50 [2-13C| Tyrosin 10 mg (1:1 V%) 12¢g
: Puffer* /Wasser
13
51 [2-1°C| Tyrosin 10 mg (1:1 V%) 1,0¢g

* Natriumdihydrogenphosphat-/ Dinatriumhydrogenphosphatpuffer

(pH-Wert 5,8 [119])
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Anhang C. Verwendete Chemikalien

C Verwendete Chemikalien

Tabelle C.1: Synthese- und Gebrauchschemikalien — Teil 1

Substanz Bezugsquelle Bemerkung
Acetonitril Merck hypergrade (LC-MS)
Acetonitril ROTH/VWR HPLC-grade
Ameisensiaure Fluka > 98 %

Ameisensiure Sigma-Aldrich Eluentadditiv (LC-MS)
Ammoniumacetat ROTH -

Ammoniumhydroxid Sigma-Aldrich ~ 25 % NH; basis

Cellulase 1

Serva

Onozuka R-10 aus
Trichoderma viride

Cellulase 2

Sigma-Aldrich

aus Aspergillus aculeatus

CHAPS ROTH -
Chloroform ROTH -
Cyclohexanol ROTH -
Cyclohexanon Acros 99,8 % extra pure

1,2 Dimethoxybenzen

Sigma-Aldrich

1,4 Dimethoxybenzen

Sigma-Aldrich

Dichlormethan VWR, ROTH -
Dinatriumhydrogenphosphat ROTH -
Dithiotreitol Serva -

DMSO

Sigma-Aldrich
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Anhang C. Verwendete Chemikalien

Tabelle C.2: Synthese- und Gebrauchschemikalien — Teil 2

Substanz Bezugsquelle Bemerkung
Dye reagent GE -
EDTA ROTH -
Eisessigsaure Fischer -
Farnese Sigma-Aldrich -
Glucose ROTH -

[-Glucosidase

Sigma-Aldrich

aus Mandeln

2-Heptadecanone

Sigma-Aldrich

4-Hydroxybenzaldehyd

Sigma-Aldrich

Indol

Sigma-Aldrich

Kaliumchlorid ROTH -

Methanol ROTH -

Methanol ROTH/VWR HPLC-grade
Methyliodid Sigma-Aldrich -
Natriumhydrogencarbonat Merck -
Natriumhydroxid Sigma-Aldrich -

Palladium auf Aktivkohle Sigma-Aldrich 10 % Pd

Pektinase 1

Sigma-Aldrich

aus Aspergillus aculeatus

Pektinase 2

Merck

Pharmalyte GE health care | -

Phenol Tris-HCL ROTH geséttigt (pH 6.6/7.9)
Piperidin Riedel-deHaén -

Pyridin Merck > 0,0075 H,O
Salzsaure Sigma-Aldrich 37 %

Salzsédure ROTH -

Sucrose ROTH -

Trifluoressigsaure ROTH > 99,9 % zur Synthese
Triton X-100 Serva -

Urea ROTH -

Wasserstoff Westfalen AG -
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Anhang C. Verwendete Chemikalien

Tabelle C.3: Isotopenmarkierte Verbindungen

Vorstufe Isotopenanteil | Bezugsquelle

[1-13C] Acetat 99 % Cambridge Isotopic Laboratories
[1-13C]Phenylalanin 99 % Deutero

[1,2-13C|Ribose 99 % Sigma-Aldrich
[2-13C]-p-Cumarsiure 99 % Syntheseprodukt

[2-13C]Indol 98 % Cambridge Isotopic Laboratories
[2-13C]Malonséure 99 % Deutero

[2-13C]Phenylalanin 99 % Deutero

[2-13C] Tyrosin 99 % Cambridge Isotopic Laboratories
[3-13C]Phenylalanin 99 % Cambridge Isotopic Laboratories
['3C,] Tryptamin 98 % Syntheseprodukt

[*3C,, | Tryptophan 98 % Cambridge Isotopic Laboratories
["3C,] Acetat 99 % Cambridge Isotopic Laboratories
[C;]Ribose 98 % Cambridge Isotopic Laboratories
[ring-'*C¢]Anthranilsiure | 99 % Sigma-Aldrich

['3C¢]Glucose 99 % Cambridge Isotopic Laboratories
[ring-'?C4|Phenylalanin 99 % Cambridge Isotopic Laboratories
[*3C,y]Phenylalanin 98 % Cambridge Isotopic Laboratories
[">N]Ammoniumchlorid 98 % Sigma-Aldrich
[**N]Anthranilsiure 52 % VEB Berlin Chemie

DMSO-d6 99,80 % euriso-top

MeOH-d/ 99,80 % euriso-top
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Anhang D. Verwendete Gerite

D Verwendete Gerate

Analytische HPLC Agilent Serie HP1100 Serie mit Software ChemStation for LC 3D
Rev. A 08.04 [1008] und Trennséule LiChroCart 250-4 Purospher STAR RP-18ec

(250 mm Lénge, 4 mm Innendurchmesser, 5 ym Partikelgrofe).

Praparative HPLC Shimadzu Serie 10A bzw. 20 A mit Software LC Solutions Version
1.21SP1 und Trennséule LiChroCart 250-10 Purospher STAR RP-18ec (250 mm

Lénge, 10 mm Innendurchmesser, 5 pm Partikelgrofe).

LC-MS Agilent Serie HP 1100 Serie mit Trennsdule LiChroCart 250-4 Purospher
STAR RP-18ec (250 mm Lénge, 4 mm Innendurchmesser, 5 um Partikelgrofe)
und Software Bruker Hystar & Bruker Esquire 3000 Ion Trap Massenspektrome-

ter mit Software Esquire-controll.

UHPLC-ESI-MS/MS Ultimate 3000 series RSLC (Dionex) mit Trennséule Acclaim
C18 (150 mm Lénge, 2,1 mm Innendurchmesser, 2,2 ym Filmdicke, Dionex) und
LTQ Orbitrap XL Massspektrometer (Thermo Fisher Scientific) mit ESI-Quelle
sowie Analysensoftware XCALIBUR.

GC-MS Agilent-GC 6890N mit unpolarer Trennsiule Agilent-HP5 (30 m Léange, 0,25
mm Innendurchmesser, 0,32 ym Filmdicke) und Agilent-MS 5975B.

NMR Bruker Avance 500 MHz NMR-Spektrometer mit TCI Cryoprobenkopf (5 mm)
mit Software Topspin 2.1 & Bruker Avance IIT HD 700 MHz Spektromter mit TCI
Mikrocryoprobenkopf (1,7 mm) mit Software Topspin 3.2. Als interner Standard
dienten die 'H- und 3*C-NMR-Signale von MeOH-d/ (& 3,30 fiir 'H, § 48,97 fiir
13C) bzw. von DMSO-d6 (§ 2,52 fiir 'H, § 40,45 fiir 13C).
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Anhang E. Analysemethoden

E Analysemethoden

Tabelle E.1: Methoden der analytischen HPLC

Losungsmittelgemisch | Gradient Laufzeit | Flussrate
Methode 1 | MeOH/H,O (0,1 % TFA) | 20-60 % MeOH | 40 min 1 ml/min
Methode 2 | MeOH/H,O (0,1 % TFA) | 50-100 % MeOH | 30 min | 1 ml/min
Methode 3 | MeOH/H,O (0,1 % TFA) | 10-100 % MeOH | 30 min | 1 ml/min
Methode 4 | MeOH/H,O (0,1 % TFA) | 20-50 % MeOH | 30 min 1 ml/min
Tabelle E.2: Methoden der préaparativen HPLC
Losungsmittelgemisch | Gradient Laufzeit | Flussrate
Methode 5 | MeOH/H,O (0,1 % TFA) | 20-60 % MeOH | 30 min | 3,5 ml/min
Methode 6 | MeOH/H,O (0,1 % TFA) | 50-100 % MeOH | 30 min 3,5 ml/min
Tabelle E.3: LC-Methoden der LC-MS-Kopplungen
Losungsmittelgemisch | Gradient Laufzeit | Flussrate
MeCN (0,1 % FA)/ . .
Methode 7 H,0 (0,1 % FA) 50-100 % MeCN | 30 min | 1 ml/min
MeCN (0,1 % FA)/ . .
Methode 8 H,0 (0,1 % FA) 0-100 % MeCN | 15 min | 300 ul/min

Methode 8 GC-MS Injektionsvolumen 1 pul, Elektronensprayionisation bei 4 kV, Trans-

ferkapillare mit 35 V Spannung bei 275 °C, Messung im positiven Modus zwi-

schen m/z 100 - 2000 bei einer Auflosung des Orbitrapmassenanalysators von

30000 m/dm

Methode 9 GC-MS Temperatur am Injektionsport 265 °C, Heliumflussrate von

1,1 ml/min, Temperaturgradient: 265 °C fiir 2 min, mit 15 °C/min auf 250 °C,
fiir 3 min bei 250 °C

XXXIV



Danksagung

Danksagung

An erster Stelle gilt mein besonderer Dank meinen Gutachtern Prof. Dr. Jiirgen W.
Einax und PD Dr. Bernd Schneider fiir die ausgezeichnete wissenschaftliche Betreuung

und Diskussionsbereitschaft.

Ich danke der Max-Planck-Gesellschaft fiir die finanzielle Unterstiitzung meines inter-
essanten Projekts in der Arbeitsgruppe NMR /Biosynthese am Max-Planck-Institut fiir
chemische Okologie.

Fiir seine Betreuung und die viele guten Ratschlage bedanke ich mich ausdriicklich
bei Dr. Evangelos C. Tatsis. Aufferdem mochte ich allen ehemaligen und jetzigen Mit-
gliedern der Arbeitsgruppe NMR /Biosynthese am Max-Planck-Institut fiir chemische
Okologie fiir die Unterstiitzung und die angenehme Arbeitsatmosphire danken. Dr. Sa-
ra Agnolet, Dr. Christin Paetz, Bettina Dudek, Kati Barthold, Olga Ihssen und Dr.
Renate Elinger haben mir sehr im Labor und bei technischen sowie wissenschaftlichen

Problemen geholfen.

Mein ausdriicklicher Dank fiir die fruchtbaren Kooperationen sowie die Durchfiihrung
von verschiedenen Messungen gilt Prof. Dr. Gerhard Bringmann, Dr. Anu Schaumloffel,
Dr. Ales Svatos, Dr. Natalie Wielsch, Dr. Marco Kai, Dr. Riya Christina Menezes,
Dr. Heiko Vogel, Dr. Jaime Martinez-Harms und Yvonne Hupfer.

Ein ganz besonderer Dank gilt dem Gewichshausteam des Max-Planck-Institutes fiir
chemische Okologie, insbesondere Dr. Tamara Kriigel, Birgit Arnold und Henriette
Diibner fiir die standige Pflege der P. nudicaule Pflanzen, die dieses Projekt erst er-

moglichte.

Des Weiteren mochte ich mich herzlich bei allen ehemaligen Mitarbeitern des Lehrbe-
reichs Umweltanalytik fiir die Diskussionsbereitschaft und den freundlichen Umgang,
vorallem bei Gisa Baumbach, Dr. Kristin Schéfer, Dr. Simon Prikler und Dr. Stefan

Moller bedanken.

Abschliefsend danke ich ausdriicklich meiner Familie und meinen Freunden, die mich
wahrend der gesamten Promotionsphase sowie dariiber hinaus auf vielfdltige Weise

unterstitzt haben.

XXXV



Selbststandigkeitserklarung

Selbststandigkeitserklarung

Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststdndig und unter Verwen-
dung der angegebenen Hilfsmittel, personlichen Mitteilungen und Quellen angefertigt

habe.

Ort, Datum Unterschrift

XXXVI



Lebenslauf

Lebenslauf

Personliche Daten

Name Anne-Christin Warskulat
Geburtsdatum 13.05.1987
Geburtsort Sommerda
Ausbildung
seit 01/2011 Promotion
Forschungsstétte Max-Planck-Institut fiir chemische Okologie

Arbeitsgruppe NMR /Biosynthese
Betreuer: PD Dr. Bernd Schneider
Hochschule Friedrich-Schiller-Universitat Jena

Betreuung durch Prof. Dr. Jiirgen W. Einax

10/2005 - 12/2010  Studium

Hochschule Friedrich-Schiller-Universitit Jena
Studienfach Chemie / Umweltchemie Diplom
Diplomarbeit am Max-Planck-Institut fiir Biogeochemie Jena

Abteilung Biogeochemische Prozesse

Untersuchung der Einfliisse von Landnutzung und
Management auf die organische Bodensubstanz

mit Hilfe der Pyrolyse-GC/MS und chemometrischer

Auswertemethoden

1997 - 2005 Gymnasium

Staatliches Gymnasium A. Schweitzer Sommerda

1993 - 1997 Grundschule

Staatliche Grundschule A. Diesterweg in Sommerda

Ort, Datum Unterschrift

XXXVII



	Abkürzungsverzeichnis
	Symbolverzeichnis
	Einleitung
	Grundlagen
	P. nudicaule
	Blütenfarbstoffe in Pflanzen
	Ansätze zur Biosyntheseaufklärung
	Hintergrund zur Nudicaulinbiosynthese
	NMR-Spektroskopie
	Massenspektrometrie
	Auswertung von 13C-Fütterungsexperimenten
	Multivariat-statistische Auswertemethoden

	Experimentelles
	Pflege der P. nudicaule Kultivare
	Synthesen
	Durchführung der Experimente

	Auswertung der Ergebnisse
	Strukturaufklärung
	Auswertung der Fütterungsexperimente
	Einteilung der Blütenentwicklung in Stadien
	Zusammenhang von Duft und Blütenfarbe in P. nudicaule

	Zusammenfassung und Ausblick
	Literaturverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Anhang
	Übersicht der Inhaltsstoffe von P. nudicaule Blüten
	Übersicht über Fütterungsexperimente
	Verwendete Chemikalien
	Verwendete Geräte
	Analysemethoden
	Danksagung
	Selbstständigkeitserklärung
	Lebenslauf

