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I. EINLEITUNG

1.  Aufbau pflanzlicher Zellwiinde und Bedeutung der Lignine
1.1  Chemische Zusammensetzung der Zellwiinde

Die primiire Zellwand

Die Entwicklung der Planzenzellwand beginnt wihrend der Zellteilung wmit der Bildung
der Zellplaite durch seitliches ZusammenflieBen von Golgi-Vesikeln an der Grenze zweier
Tochterzelien. Die Zellplatte enthilt keine Gerilsifibrillen, sie besicht vorwiegend aus stark
gequolienen Pektinen mit einem geringen Protein-Anteil. Unmittelbar nach der Zellteilung
beginnt jede der beiden Tochterzellen mit der Abscheidung von Wandiamellen, die nun auch
Cellulose-Gerilstfibrillen enthalten. Dadurch entsteht dic Primiirwand (Ziegler 1951). Die
pflanzliche Primirwand muB einer Vielzahl widersprilchlicher Anforderungen gerecht
werden. Sie bildet einerseits eine Grenze und Barriere, ist aber auch Kommunikationsraum
und Verbindung zwischen den Nachbarzellen. Deshalb muB sie flexibel und gleichzeitig stabil
sein. Thre Strukiur muB beim Wachstum stindig veréindert werden kénnen, Dabei darf sie
nicht massiv gebaut sein, sondem muB so weitmaschig angelegt werden, daB neben Wasser
auch Tonen und kleinere Proteine leicht eindringen und passieren konnen. Die Zsllwand muB
suf Signale, beispielsweise Wachstumshormone oder Licht, rasch und prizise in ihren
Eigenschaften verindert werden kinnen, ohne daf ihre Stabilitit gefahrdet wird.

Den vielfltigen Anforderungen entsprechend ist der strukturelle Aufbau der pflanzlichen
Zellwand HuBerst komplex, und bis heuie existiert kein allgemein anerkanntes Modell fur
ihren molekularen Aufbau. Fir Stiitz- und Strukturgewebe scheint in der Natur immerhin ein
allgemeines Prinzip zu gelten. Diesem Prinzip entsprechend wird eine reiBfeste, fibrillire
Substanz in ¢ine amorphe Matrix eingebeter. Bei Pilanzen handelt es sich dabei um Celiun-
losefibrillen, die von einer Matrix aus langkettigen Polysachariden und Proteinen einge-
schlossen werden. Es gibt vier chemisch und ultrastrukturell sehr unterschiedliche Haupt-
komponenten primirer Zellwénde: Cellulose, Hemicellulosen, Pektine und Proteine.

Cellulose ist ein Bestandteil von Zellwinden aller hiheren Pflanzen (Ziegler 1991). Sie
besteht aus B(1—4)-verknilpiten D-Glucoseeinheiten mit Polymerisationsgraden von 2000 bis
15000, die unverzweigt als Kette angeordnet sind. Wihrend der Biosynthese assoziieren die
Glucanketten unter Ausbildung von Wasserstoffbriicken spontan zu Mikrofibrillen. In solchen
chenfalls bandfrmigen Geriistfibrillen bestehen iiber weite Bereiche kristallgitterartige
Ordnungen. Die Mikrofibrillen bilden die Hauptkomponente der Primirwand und machen 20
bis 30 % des Trockengewichis aus. Sie sind verantwortlich filr die groBe ReiBfestigkeit
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pflanzlicher Zellwénde. Die Zugbelastbarkeit von Cellulosefibrillen liegt nur wenig unter der
von Stahl (14-20 kg-mm-2; Stahl: 25 kg-mm2; Cassab und Vamer 1988).

Bei den Hemicellulosen handelt es sich um die Zellwand-Frakiion mit der gréBten
gatiungsspezifischen Variabilittit bezilglich ihrer Zusammensetzung (Fry 1988; Bacic et al.
1988). In dicotylen Pflanzen bilden Xyloglucane dic Hauptkomponente der Hemicellulosen.
Sie bestehen aus B(1—34)-verkniipften D-Glucoseeinheiten, von denen die Mehrzahi o 1-6)-
gebundene D-Xylose-Seitenketten tragen. Die Seitenketten kdnnen um L-Fucose, D-Galactose
und L-Arabinose erweitert sein. Die Xylane oder Glucuronocarabinoxylane bilden die
wichiigste Hemicellulosckomponente der Griser. Thre langen 8(1—4)-verknilpfien D-Xylose-
Ketten tragen Seitenketten aus D-Glucuronsiure, deren 4-O-Methylether und L-Arabinose.
Die 0(1—3,154)-D-Glucane kommen wahrscheinlich nur in den Zellwinden der Mono-
cotyledonen vor, insbesondere bei den Grisemn. Bei diesen unverzweigten Glucosepolymeren
liegen zwischen zwei 1—3-Bindungen mehrere 1—4-gebundene D-Glucoseeinheiten. Ein
weiterer Bestandteil der Hemicellulosen ist die Callose. Dieses Polymer enthilt nahezu
ausschlieBlich B{1—3)-verknilpfte D-Glucose und kommt an Siebporen des Phloems, als
Abgrenzungsschicht bei der Bildung des Sporoderms von Pollenktmem und in Pollen-
schitiuchen vor (Strasburger 1991).

Dic Pektine umfassen eine heterogene Gruppe verzweigter, stark hydratisierter Poly-
saccharide, die unter milden Bedingungen mit Oxalat oder Chelatoren aus der Zellwand
herausgeldst werden kéinnen (Jarvis 1984). Das offensichtlich allen Pektinen cigene Rhamno-
galacturonan-,backbone” besteht avs ci(1—4)-verknilpfien D-Galacturonosyl- und o{1—2)-
verknilpfien L-Ramnosylmolekilen (Bacic 1988). Diese Bereiche weisen eine .Block”-
Struktur auf, in der lange ununterbrochene Bereiche aus unverzweigten o1—4)-verkniipften
D-Galacturonsiure-Malekilen oder deren Methylester mit stark verzweigten Bereichen, die
auch weilere Zucker enthalten (L-Rhamnose, L-Arabinose, L-Fucose und weitere),
abwechseln. Die D-Galacturonsiureketien kinnen itber ihre Carboxylgruppe zweiwertige
Tonen (Calcium, Magnesium) binden und so Netzwerke bilden (Fry 1988). An das
Rhamnogalacturonan-Gerilst sind kovalent verschiedene, meist neutrale Seitenketten wie
Rhamnogalacturonane, Polygalacturonsiiureesier, Arabinane, Galaclane und Arabino-
galactlane gebunden.

Bereits 1960 fanden Lamport und Northcote erste Hinweise auf ein Strukturprotein in
primiren Zellwinden ciner Acer pseudoplatanus-Zellkultur. Es wurde angenommen, da8 die-
ses Protein mit Wachstum und Dehnung (engl. extension) primirer Zellwinde zusammen-
hingt. Aus diesem Grunde setzte sich dafiir spiter der Name ,,Extensin” durch. Dieses Mole-
kil enthilt einen hohen Anteil Hydroxyprolin und ist, wie spiler gezeigt wurde (Lamport
1967), O-glykosidisch an Kohlenhydrate gebunden. Seitdem wurde eine Vielzahl Extensin-
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ghnlicher Proteine gefunden, Da deren Funktion bisher noch nicht gekldrt ist, werden sie
besser als HRGPs (engl. hydroxyproline rich glycoproteins) bezeichnet. Von den HRGPs
werden vier weitere Proteinklassen der Zellwand uaterschieden: Glycin-reiche Proteine
(GRPs), die repetitiven Prolin-reichen Proteine (RPRPs), Arabinogalactan-Proteine
{AGPs) und die Lectine der Solanaceen {Showalter 1993). Mit Ausnahme der GRPs zeichnen
sich alle diese Strukturproteine durch stark repetitive Aminosiuresequenzen mit hobiem
Gehalt an Prolin oder Hydroxyprolin aus. Die HRGPs stehen unter strenger Kontrolle im Ent-
wicklungsprozeB und werden organ- und zustandsspezifisch gebildet. Bei Verwundung,
Abwehr von Schadorganismen und anderen StreBsituationen reagicren viele Pflanzen mit
einer vermehrten Produktion von HRGPs (Bradley et al. 1992). Als Proteine mit vielen
Tyrosinresten, die freie Hydroxylgruppen tragen, verfigen die HRGPs iiber eine Fillle von
Interaktionsméglichkeiten mit anderen Zellwandpolymeren (Lamport 1967; Whitmore 1978;
Cooper und Varner 1984).

Die sekundiire Zellwand

Eine Viclzahl von Zellen iibenimmt im Gesamtorganismus speziclle Funktionen, die eine
groBe Stabilitdt erfordemn. Diese Festigkeil wird durch Ausbildung eincr Sekundirwand
gewihrleistet. Sekundire Wandschichten werden nach AbschluB des Zellwachstums der
primdren Zellwand von innen her angelagert (Ziegler 1991). Besonders bei groBeren
Landpflanzen werden fir Festigungsgewebe zwei spezialisierte Zelltypen ausgebildet:
Faserzellen fiir Zugbelastungen und verholzte Zellen, um einem duBeren Druck widerstehen
zu konnen. Die massiven sekundiren Verdickungsschichten der Winde von Faserzellen
bestehen ilberwicgend aus dichtgepacklen Mikrofibrillen der Cellulose. Druckfeste Zellwinde
ergeben sich dadurch, daB die Gerilstfibrillen zusitzlich in formfeste Materialien cingepackt
werden. Als solche Inkrusten treten neben Mineralsalzen (Silicate, Calciumearbonat) vor
allem Lignine (lat. lignum, Holz) auf, deren Einbau in die Zellwand zur Verholzung filhrt.
Lignine entstehen in der lignifizierenden Zellwand durch Polymerisation aus den ent-
sprechenden Hydroxyzimtalkohalen. Die nach allen Raumrichtungen wachsenden Makro-
molekiile von Lignin durchwuchern das Mikrofibrillengeriist der Zellwédnde. Verholzie
Zellwiinde bestehen bis zu 30 % aus Ligninen. Die Cellulosefibrillen werden im Verlaul der
Verholzung schlieBlich so dicht in Lignine eingepackl, daB sie sich nicht mehr gegeneinander
verschieben kisnnen und ihre an sich schon sehr begrenzte Quellfzhigkeit verlieren.

1.2  Architekiur der Zellwiinde
Die Primiirwiinde

Das erste umfassende Modell primérer Zellwénde wurde 1975 von Albersheim vorgestellt.
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Nach Ansicht des Autors sollten mit Ausnahme der Cellulose-Xyloglucan-Bindung séimtiche
Zellwandbestandteile kovalent miteinander verkniipt sein und ein entsprechend festgefiigtes
Netzwerk bilden. An dieses seien die Cellulosefibrillen ilber Wasserstoff-Briickenbindungen
angehingt, Diese sollten beim Zellwachstum teilweise geldst werden und dadurch die Xylo-
glucankeiten bewepglich machen, was eine Parallelverschiebung benachbarter Cellulose-
Mikrofibrillen erméglicht (. Kriech- oder Gleitmechanismus™).

Lamport und Epstein (1983) prilsentierten ein anderes Modell. Demnach solllen lings
angeordnete Cellulosefibrilien iiber Exlensinmolekille miteinander quervemetzt sein. Verbin-
dungen kdmen zustande, indem Tyrosinreste durch Peroxidasen zu Isodityrosin verkniipft
wiirden. Aussagen iiber die genaue Anordnung der Zellwandbestandteile wurden von den
Autoren allerdings nicht gemacht.

Fry (1989) entwickelte cin Modell, bei dem im Zusammenspiel mit modifizierenden Enzy-
men den Xyloglucanen eine entscheidende Bedevtung bei Elongationsprozessen zugewiesen
wurde. Xyloglucanmolekille besiehen Fry zufolge aus drej funktionellen Bereichen: Die
vorderen und hinteren Abschnitte binden an unterschiedliche Mikrofibrillen, wihrend der
Mittelteil mit weiteren Zellwandpolymeren ilber Hydroxyzimtsiure-Brilcken verknilpft ist.
Die Mittelteile der Xyloglucanketten wilrden bei Bedarf enzymatisch gespalten und erreichten
damit eine gewisse Dehnbarkeit. Tatstichlich ist ein sclches Enzym, die Endo-B-Glucanase,
schon linger bekannt (Edwards et al. 1986). Auch die postulierten Verknipfungen mittels
Ferulastiure und p-Cumnarsiure, wie auch deren Ester wurden bei Mono- und Dicolylen nach-
gewiesen. Probleme bereilen allerdings experimentelle Befunde, daB Pflanzen auch ohne
Hemi-cellulose und Cellulose funktionsfihige Zellwinde ausbilden (Talbott und Ray 1992).

Die Tdee, daB die Makromolekiile der Zellwand nur zu einem sehr geringen Teil kovalent
miteinander verkniipft sind und als voneinander unabhlingige Netzwerke die Zellwand
aufbaven {,Multi-Netzwerk-Gel”-Modell), wird scit Beginn der achtziger Jahre diskutiert
(Jarvis 1984). Es giibe, nach Untersuchungen von McCann und Roberts (1991), die einzelne
Zellwandbestandieile mittels Gefriertitz-Technik unmittelbar sichtbar machten, mindestens
zwei neheneinander existierende, aber voneinander unabhingige Netzwerke: ein Hemi-
cellulose-Cellulpsefibrillen-Netzwerk und ein Pektin-Netzwerk (Abb. 1). Die Mikrofibrillen
werden durch Hemicelulosen quervernetzt. Die Pektinfraktion besteht aus zwei Fraktionen:
Die Pektine der Mittellamelle sind iiber Calciumbriicken miteinander verknlipft und sergen
fiir den Zell-Zell-Zusammenhalt. In der restlichen Zellwand legt ein Netzwerk aus veresierten
Pektinen die Porositdt, die ,Maschenweite”, fest. Die Pektine liegen dabei teilweise als Gel

YOr.
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Abb. 1. Architeltur der pflanzlichen primdren Zellwand (nach Mc Cann und Roberts 1991;
Schindler 1993), Abgebilder ist ein hypothetisches Modell der Anordnung verschiedener
Zeflwandpolymere in den Zellwénden des Zwiebelparenchyms. Strukiurproteine wurden nicht
in das Schema aufgenommen, da die Zellwdnde der Zwiebel sehr wenig Protein enthalten.

Sekundiire Zellwénde

Die Apposition sekundirer Wandschichten erfolgt schubweise. Es entstehen Lamellen, die
als Sekundzirwandschichten bezeichnet werden. Nachdem Primérwandschichten an die Mittel-
lamelle angeheftet wurden, folgt zunfichst die vergleichsweise dilnne Sekundirwandschicht
(S 1). Ihr folgt nach innen die dickere 8§ 2-Schicht, die ans iiber 50 Wandlamellen besiehen
kann. Gegen das Zellumen hin wird als letzte Lage eine diinne S 3-Schicht (Tenitrwand)
abgelagert (Steasburger 1991). Die Sekundirwandschichten enthalien als wichtige Inkrusten
auch Lignine. Bei den Sekundirwandstrukturen haben kovalente Verkniipfungen
verschiedener Zellwandbestandicile eine groBe Bedentung. An siner solchen Vemnelzung der
einzelnen Bausteine der Zellwinde sind neben den Polysacchariden Hydroxyzimtsiure-
Dimere (Fry vnd Miller 1989; Hanley et al. 1993; Tumer ct al. 1933), Proteine (Fry 1986;
Bradley et al. 1992; Showalter 1993) und Lignine (Scalbert et al. 1986; Bacic et al. 1988; Lam
et al. 1990; Ralph el al. 1992) betziligt (Abb. 2 B).
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ABb. 2. (A) Anordnung sekundirer Wandschichen (aus Ziegler 1991). a, Minellamelle; b, Pri-
mérwand; ¢, §1-Schiche ([Jbergangsiamelle), d, S 2-Schicht (eigentliche Sekunddrwand); e, §3-
Schicht {Tertiirwand). (B) Schema filr die kovalente Quervernetzung zwischen Polysacchariden,
Hydroxyzimtsiuren und Ligninen (verdndert nach liyema et al. 1994).
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Withrend der Lignifizierung verdringt das hydrophobe Lignin Wasser aus den Zellwéinden.
Die an sich schon &uBerst festen Cellulose-Mikrofibrillen werden von einem wasserundurch-
lissigen phenolischen Polymer inkrustiert, daB die Zellwinde impermeabe] werden 4Bt und
weitere mechanische Stiitzfunktionen iibernimmt. Es wird angenommen, dafl die Quervernel-
zung von Lignin mit Zellwand-Polysacchariden iiber drei Typen von Bindungen ermdgglicht
wird: Erstens bestiinden direkle Esterbindungen zwischen Uronsfiuren (Pektinen) und freien
Hydroxylgruppen von Monolignol-Seitenketten des Lignins (Lam et al. 1990). Die zweite
Bindungsart wiiren direkte Etherbindungen zwischen Polysacchariden und Lignin (Lam et al.
1990). Als dritie Moglichkeit der Quervemetzung kimen Bindungen von Lignin an
Polysaccharide iiber Hydroxyzimisureester- oder -ether-Briicken in Frage (Scalbert et al.
1986; Bacic et al. 1988; Lam et al. 1990).

2.  Biosynthese der Lignine
Aufbau der Grundstrukturen

Die Monolignole, wie die monomeren Vorstufen des Ligninpolymers genannt werden, ent-
stehen in hoheren Pflanzen iiber den Shikimat-Weg, aus dem die aromalischen Aminoséuren
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan hervorgehen (Davin und Lewis 1992; Abb. 3). Die
oxidative Desaminierung von Phenylalanin zu trans-Zimisiure wird von der Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase (PAL) katalysiert (Abb. 3, Reaktionsschritt [1]). Die PAL fungiert als
Schliisselenzym an dieser biosynthetischen Abzweigung vom Primirsioffwechsel in den
Sekun-dirstoffwechsel der phenolischen Naturstoffe. In Grésem ist eine analoge Reakiion von
Tyrosin zu p-Cumarsiure bekannt, die von der Tyrosin-Ammoniak-Lyase gefordert wird,
Ansonsten entsteht p-Cumarsiiure ilber dic Hydroxylierung von Zimtsdure durch eine
mikrosomale Zimtsidure-4-Hydroxylase [2]. Durch Hydroxylierungen (p-Cumarséiure-3-
Hydroxylase [3a]; Ferulasiiure-5-Hydroxylase [4a] und Methylierungen (durch O-
Methyltransferasen [51) entsichen Hydroxyzimtsiurederivate, die mittels Cinnamoyl-CoA-
Ligase [6] in ihre akiivierie Form, die CoA-Esler iiberfilhrt werden (Weg 1). Diese
Hydroxylierungs- und Methylierungsreaktionen konnen auch auf der Stufe der CoA-Ester
statifinden (Weg 2). Das fiir die Hydroxylierung in 3-Position benétigte Enzym wird als
p-Cumaroyl-CoA-3-Hydroxylase (Kneusel et al. 1989; [3b]) bezeichnet. Die nachfolgende
Methylierung wird durch die Caffeoyl-CoA-3-O-Methyltransferase [5a) (Pakusch et al.
1989; Kiihnl et al. 1985) katalysiert. Feruloyl-CoA-5-Hydroxylase [4b] und 5-Hydroxy-
feruloyl-CoA-Methyl-transferase [5b] sind allerdings bisher nicht beschrieben. Durch
kombinierte Aktion von Cinoamoyl-CoA:NADP-Oxidoreduktase [7] und Zimtalkohol-
Dehydrogenase {8] ent-stehen aus den Uber Weg | und Weg 2 gebildeten CoA-Estern die
enisprechenden Alkohole. Fiir den Transpert der als Monolignole bezeichneten Hydroxy-
zimtalkohole aus dem Cytoplasma zum Syntheseort des Lignins in der Zellwand werden zwei
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Alternativen diskutiert; Zumn einen kénnien die Ligninvorstufen in Vesikel eingeschlossen zur
Zellwand befbrdert und dort mittels Membranfusion wieder freigesetzt werden (Pickett-Heaps
1968). Zum anderen wire eine Glucosidierung fir die Uberfiuhrung der Monolignole in eine
Transportform mbglich. Eine in der Zellwand lokalisierte B-Glucosidase wilrde daraus die
Alkohole als direkte Lignin-Vorstufen freisetzen (Freudenberg 1965; Grisebach 1981).

OOH
1
CcoOH O0H COCH
(S OH HO’ £ ~OMe
OH OH
2 l s l 5
l 3a 4a
H Weg 1 Weg COOH
£ Me M0 OMe
OH OH OH
i 1‘ J
COSCoA COSC’oA COSCeA COSCoA
!/ 4b(T)
@ ——b— ] ——b I ————r
OH Wezl c:uv:g""t‘l2 HO orvtc"""‘l%2 MeO
OH OH
Ho CHO HO
(Soue Med OMe
OH OH OH
I ~ I
CH OH OH
Oz MeOQ QMe
OH OH OH

Abb. 3. Biosynthese der Monolignole (veriindert nach Davin und Lewis 1992). Die Existenz
eines rweiten Weges fiir bestimmie Hydroxylierungs- und Methylierungsschritte auf der Ebene
der Hydroxyzimisdure-CoA-Ester (Knensel et al. 1989; Pakusch et al. 1989; Kiiknl et al.
1989) ist beriicksichtigt.
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Dehydrierungspolymerisation von Monolignolen zu Ligninen

Filr die Polymerisation der Monolignole kommen zwei enzymatische Mechanismen in
Frage (Freudenberg 1968; Sederoff et al. 1994): 1. Unter dem EinfluB von Peroxidasen
(PODs) und H,0; wird ein Proton und ein Elekiron von der phenolischen Hydroxylgrupe
eines Monofignols abstrahiert (Abb. 4). Das dabei entstehende mesomeriestabilisierte Radikal
reagiert nun spontan, das heiBt ohne enzymatische Steuerung weiter. Die Bindung von Lignin
an Polysaccharide der pflanzlichen Zellwand kann dber eine Chinonmethid-Addition erfolgen.
Die Reaktion zweier Monoradikale filhrt in diesem Fall zu einer chinoiden Struktur des einen
Ringes. Dadurch wird die benachbarte o-C-H-Bindung reaktiv, sodaB Polysaccharide durch
eine Etherbindung kovalent gebunden werden (Freudenberg 1965). 2. Laccasen (p-
Diphenol:0,-Oxidoreduktasen) bzw. Phenoloxidasen (o-Diphenol:0,-Oxidoreduktasen)

CHOH
&oca,
oH
H+ e- -/ll’cmxidasc, H,0, (Dehydrogenierung)

CROH  CHOH

b b &
oz:u. ocn,
L/ H {Chinonmethid-Addition)

HO*™ ™= '( ] |
L ‘ {2) Chinopmethid eines Dilignols (8-O-4-Bindung)
m._1,% () Dehydrodiconiferylalkohol

OH
RO = 0.
/\/\@Lo \ .
@
™
OCH;
oH HO T oy

Lignin-Kohlenhydrat-Komplex

ADb. 4. Verkniipfung der Monolignole im Fichten-Lignin durch Dehydierungspolymerisation
(Katalyse durch Peroxidase) und ihre migliche Anheftung an Kohlenhydrate (hier: Glucose;
verdndert nach Richrer 1988).
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katalysieren die Oxidation phenolischer Substrate mit Hilfe von molekularem Sauerstoff als
Elektronenakzeptor. Die weitere Polymerisationsreaktion nach anfnglicher Bildung von
Chinonmethiden liuft analog jener bei Peroxidase-Katalyse ab und fishrt ebenfalls zur Bildung
von Ligninen (Freudenberg 1965). Die Rolle beider Enzymklassen bei der Ligninbiosynthese
in vive ist bisher nicht eindeutig gekliin (O'Malley et al. 1993).

Die Verkniipfungsméglichkeiten filr die Monomeren bej einer solchen Dehydrierungs-
polymerisation sind vielfdltig. Die Struklur von einigen dieser Bindungstypen und deren
statistische Verteilung im Holzlignin der Fichte sind ermitielt worden {(Adler 1977). Aus
diesen Daten 4Bt sich ¢in Konstitutionsschema formulieren (Abb. 5).

OMe
O,

O Q-Kohlenhydrat)
OH

CH,0H

o

H,0H

Abb, 5. Formelausschnint aus einem Konstitutionsschema des Holzlignins von Fichte (nach Adler
1977) mir Angabe der Bindungstypen: (a), f-0-4-; (b), 5-5~; {c) B-p-; (d) §-5; (e), 4-0-5-; (f}, f-1-
Strukiureinheiten; (g), Coniferylaldehyd-Endgruppe.

3.  Strukturelle Variabilitit der Lignine

Die strukwrellen Eigenschaften der Lignine kénnen Unterschiede zwischen verschiedenen
Pflanzenspezies, dem Entwicklungszustand des entsprechenden Gewebes und dem cytolo-
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gischen Ursprung aufweisen, Diese Variabilitit gilt sowohl fiir die Monolignol-Zusammen-
setzung als auch filr den Anteil der unterschiedlichen Struktureinheijten, die die monomeren
Bausteine miteinander vernelzen (Monties 1989). Holzlignine der Gymnospermen werden
nahezu ausschlieBlich aus Guajacyl (G)-Einbeiten, die vom Coniferylalkohol als Monolignol
stammen, gebildet (ca. 98-99 %). Die Lignine von Angiospermen werden aus einer Mischung
von Guajacyl- und Syringyl (S)-Einheiten aufgebaut, von denen sich die letzteren aus dem
Monolignol Sinapylalkohol ableiten, Die Lignine der Griser sind, neben G- und S-Einheiten
zusitzlich aus p-Hydroxyphenyl (H)-Einheiten aufgebaut, deren Ursprung auf die Verwer-
tung von p-Cumarylalkobol als Monomer zurilckzufiihren ist.

In speziellen Geweben, so z.B. Kompressionsholz, welches bei Nadelbiumen auf der
Unterseite horizontal wachsender Aste gebildet wird, reten neben G- die fiir ,normales”
Gymnospermenholz untypischen H-Einheiten suf (Lapierre und Rolando 1988). Auch die
Zellwand-Mittellamelle von Gymnospermen und Angiospermen enthilt, im Gegensalz zu den
spiiter gebildeten Sekunddrwand-Schichten, hohe Anteile von H-Einheiten (Whiting und
Goring 1982; Sorvari et al. 1986; Terashima und Fukushima 1988; Fukushima und Terahima
1991 b). Whiting und Goring (1982) fanden bei Verwendung verschiedener fiir die Cellulose-
gewinnung aus Holz iiblicher Chemikalien (Cls, ClO; und NaHSO;) eine unterschiedliche
relative Reaktivitét von Ligninen aus der Mittellamelle und der Sekundsrwand, Als Schluf-
folgerung ihrer ausfiihrlichen Studien mit 3H-markierten H-, G- und S-Hydroxyzimtalkohol-
glucosiden formulierten Terashima und Fukushima (1988) folgende Regeln: 1. H-Einheiten
werden vomehmlich in die Mitiellamelle der Xylemzellen von Angiospermen und
Gymnospermen eingebaut, 2. S-Einheiten sind ein wesentlicher Bestandteil von Geweben der
sckun-diiren Zellwand typischer Angiospermen, 3. G-Einheiten werden in beiden
Spermatopbyten in die Mittellamelle und in simtliche Sekunddrwandschichten, also wihrend
der frithen bis zu den spiteren Stadien der Zellwand-Differenzierung, inkorporiert,

4. Lignifizierung als Abwehrreaktion hoherer Pflanzen
4.1  Die Pflanze -Pathogen-Interaktion

Pflanzen sind in ihrer natiitlichen Umpgebung zahlreichen &duBeren Reizen und
schiidigenden Einfliissen ausgesetzt. Sie dienen herbivoren Tieren als Nahrung, missen ihren
Lebensraum gegen andere pflanzliche Konkurrenten behaupten und filhren nicht zuletzl einen
permanenten Kampf gegen eine groBe Zahl und Vielfalt von Schadorganismen, insbesondere
phytopathogene Pilze, Bakterien, Viren und Nematoden. Im Laufe der Evolution haben
Pflanzen effiziente Schutz- und Abwehrmechanismen entwickelt, so daB in der Regel nur
spezialisierte Mikroorganismen in der Lage sind, Pflanzen erfolgreich zu befallen.
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Ein Teil dieses sehr wirksamen Verieidigungssystems ist eine nach Verwundung oder
mikrobiellem Befall cinsetzende Lignifizierung, die zn einer mechanischfchemisch ver-
stirkten Zellwand fithrt. Die induzierte Lignifizierung ist ein wesentlicher Bestandieil der
hypersensitiven Reaktion (HR) von Pflanzen bei Pathogenbefall. Diese Abwehrreaktion ist
charak-teristisch filr sogenannte nichl kompatible Wechselwirkungen zwischen Pflanze und
Pathogen (Nicht-Wirt-Resistenz oder Ressen-Kultivar-spezifische Resistenz) und zeichnet
sich durch cin sehr schnelles lokal begrenzies Absterben weniger Zellen in unmittelbarer Nihe
der Infekionsstelle aus. Die HR ist hufig mit der Akkumulation niedermolekularer
Abwehrstoffe (Phytoalexine) und ciner Lignifizierung um die Infektionsstelle verbunden
(Vance et al. 1980; Aist 1983; Hargreaves und Keon 1986; Bolwell 1988; Matern und
Kneusel 1988; Stone 1989; Moerschbacher 1989; Walter 1992: Nicholson und
Hammerschmidt 1992). Direkt an der Stelle des Eindringens von Pathogenen kbnnen sich an
der pflanzlichen Zellwand Ausstillpungen {Papillen) bilden, die nach histochemischen
Untersuchungen vor allem Lignine enthalten (Vance et al. 1980). In verschiedenen
Untersuchungen wurde nachgewiesen, dab die Monomer-Zusammensetzung solcher ,,Stref"-
Lignine deutliche strukturelle Unterschiede zum Polymer in gesundem Gewcbe aufweisen
kann (Asada und Matsumoto 1972; Ride 1975; Hammerschmide et al. 1985; Doster und
Bostock 1988; Roberisen und Svalheim 1990). Eine detaillierte Strukturaufklirung dieser
Polymere wurde allerdings in keinern Fall durchgefiihrt.

42  Elicitoren als Ausliser der induzierten Lignifizierung

Pfianzliche Abwehrreaktionen kénnen nicht nur durch Pathogene, sondemn auch durch
Elicitoren ausgeltst werden. Dabei unterscheidet man zwischen biolischen und abictischen
Elicitoren (Yoshikawa 1978). Biotische Elicitoren kdnnen zum einen pilzliche Zellwand-
fragmente sein, die durch hydrolytische Enzyme der Pflanze abgespalten werden (exogene
Elicitoren) und kénnen zum anderen durch Einwirkung Zellwand-abbauender Enzyme von
Pilzen aus der pflanzlichen Zellwand (endogene Elicitoren) freigesetzt werden (Ryan 198B).
Als biotische Elicitoren wurden bisher Kohlenhydrate, Proteine und Lipide beschrieben
(Dixon 1986). Als abiotische Elicitoren bezeichnet man Umweltfaktoren wic UV-Strahlung
(Schmelzer et al. 1988), Luftschadstoffe wie Ozon (Sandermann et al. 1994) und Schwefel-
dioxid (Heller et al. 1990 a), Kdlle und Trockenheit (Sondheimer 1961), Schwermetalle
{(Rouxel et al. 1991), Fungizide {Dercks und Creasy 1989) und Detergentien (Yoshikawa
1978). Viele wichtige Forischritte bei der Aufklirung pflanzlicher Abwehrreaktionen konnten
dirch den Ejnsatz von Zellkulturen und Elicitoren als Modellsystem fiir Pflanze-Pathogen-
Wechselwirkungen erzielt werden. Suspensionskulturen erleichtern die Untersuchung bio-
chemischer Prozesse, da die Abwehrreaktionen nicht, wie in der intakien Pflanze, lokal
beschrinke sind, sondem in der weitgehend homogenen Population der Zellkultur gleichmtBig
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auftreten. Filr viele Pflanzenarten wurde cine weitgehende Ubertragbarkeit der Reaktionen im
Modellsystem auf die intakte Pflanze gezeigt (Ebel 1986). Eine elicitorinduziene
Lignifizierung wurde bisher filr Zzellkuliuren von Ricinus communis (Bruce and West 1989),
Pinus ellioniii (Lesney 1989), Glycine max {Graham und Graham 1991) und Pinus banksiana
{Campbell und Ellis 1992) beschrichen. Auch bei diesen Zellkultur-Ligninen, wie schon filr
die .Strefi™-Lignine von Pflanzen erwihnt, wurde bisher in keinem Fall eine Struktur-
aufklirung unternommen.

5. Lignine als Senke fiir xenobiotische Chemikalien

Seit etwa 150 Jahren Ubt die Menschheit durch ihre forischreitende industrielle Aktivitat
und den damit verbundenen Verbrauch von Rohstoffresourcen einen wachsenden EinfluB auf
die natiirlichen Stoffkreisliufe in der Biosphire aus. Eine besondere Gefahrenquelle stellt die
Belastung der Umwelt mil xenobiotischen Chemikalien dar, Hutzinger und Veerkamp
(19B1) versiehen den Begriff ,xcnobiotisch” filr Chemikalien im Sinne von ,.filr die Biosphiire
fremd (d.h. fehl am Platz)” in direkier und indirckter Folge menschlicher Aktivitit. Die
zunchmende Freisetzung von Xenobiotika geschah in der Vergangenheit im Vertrauen darauf,
daB diese Chemikalien in der Umwelt durch chemische Verinderung, Verdilanung,
irreversible Bindung und schlieBlich endgiiltigen Abbau (Mineralisierung) ..¢ntsorgt”
werden. In der Tat konnen solche Abbauprozesse von Fremdstoffen durch enzymatische
Umwandlungen in den damit konfrontierten Organismen {(Metabolismus), photochemisch in
der Atmosphire und auf Oberflichen (Blatt-, Boden-, Wasseroberfliche), sowie durch
mikrobiologischen Abban (Biodegradation) im Bodenbereich und in Gewissem (Korte
1987) bis zu einem gewissen Grad erfolgen. Fiir eine griBere Anzah! von Verbindungen trifft
diese Vorstellung jedoch mach heutigem Kennwmisstand so nicht zu. Durch die mit deren
chemischer Stabililit (Persistenz; z.B. Fluorchlorkohlenwasserstoffe {(FCKWs), 1,1-Bis-(4-
chlorphenyi)-2,2,2-trichlorethan  (DDT} und radicaktive Isotope) verbundenen langen
HBalbwertszeiten und die Anreicherung in der Nahrungskete (Bioakkumulation; z.B. DDT,
polychlorierte Biphenyle (PCBs) und Phthalsduresster) erwiichst ein potentielles Risiko filr
Mensch und Umwelt.

51 3,4-Dichloranilin als Umweltchemikalie

Finen wesentlichen Anteil an der Umweltbelastung haben Agrochemikalien, die in grofien
Mengen direkt in die Umwelt ausgebracht werden. Im Jahr 1981 wurden allein in der
Bundesrepublik Deulschland 120427 t Wirkstoffe fir Pflanzenbehandlungsmittel produziert
(Industrieverband Agrar 1992). Davon wurden in Deutschland in der Zeit von 1989 bis 1991
Zwischen 20690 1 (1989) und 29670 t (1991) abgesetzt {Tab. 1).
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Tab 1. Abgesetzie Wirkstoffmenge in der BR Dewtschiand in 103 Tonnen (nach Angaben der
Mirgliedsfirmen des Industrieverbandes Agrar e. V. 1992).

Jamr'\w“"ksmff Herbizide [t] | Fungizide [t] | Insektizide [t]| Andere [t] Suwmme [t]
1989 16.54 10.24 1.58 2.33 29.69
1930 1544 9.96 1.97 2.52 29.89
1991 17.63 8.48 1.26 2.30 29.67

Viele mengenmiiBiig bedeutende Herbizide enthalten chlorierte Aniline als strukturelle
Bestandieile, so z.B. als Acylanilid, N-Phenylhamstoff-, und Carbaminsdurederivate
{Worthing und Hance 1987).

Toxikologische Aspekie

3,4-Dichloranilin [RTECS# BX 262500P* (DCA) gilt als sehr giftig und wird von
Stugem leicht iiber Lunge, Haut und Magen-Darm-Trakt aufgenommen. Im Blut kann DCA
die Meth#moglobinbildung unterstiizen. Das Eisen des Himoglobins ist in diesem Fall
dreiwertig und vermag keinen Sauerstoff mehr zu transportieren, was zum Erstickungstod
fithren kann. Der LDgy-Wert von DCA liegt fiir orale Aufnahme bei 648 mg pro kg Karper-
gewicht, filr dermale Applikation bei 335 mgkg-t (Maus). DCA hat ¢in hohes Allergie-
potential und filhrt bei Inhalation neben schweren Zersttrungen der Schleimhidute zur
Odembildung in der Lunge (Rippen 1984; Lenga 1988). In Soja-Suspensionskulturen wurde
ab einer Konzentration von 0.7 mmol pro Liter Kulturmedium eine Hemmung des
Zellwachstums beobachiet (Langebartels und Harms 1986).

Noch 1962 nahm man an, daB die Azoverbindung von DCA (3,4,3°4’-Tetrachlorazo-
benzol), die als Verunreinigung im kiuflichen DCA vorkommt, aus Griinden der Molekiil-
geometrie nicht karzinogen sein kann (Arcos und Arcos 1962). Einige Jahre spiter wurden
ausfilhrliche toxikologische Dalen Uber diese Verbindung erhoben, wobei sich ein ganz
anderes Bild ergab. So wie 2,3,7,B-Tetrachlordibenzodioxin, das als ,,Seveso-Gift” traurige
Beriihmt-heit erlangt hat, zeigten die strukturell sehr 4hnliche Azo- und auch die Azoxy-
Verbindungen von DCA eine hohe toxische Potenz. In in vitro-Tests mit Fibroblasten aus
Mtuseembryos und Hepatocyten aus Ratten erwies es sich als potentiell onkogen, mutagen
und cytotoxisch, beim Ames-Test wurde eine mutagene Wirkung pezeigt und im
Kiikenembryo-Test Teratogenitit festgestellt (Poland et al. 1976).

¥ DCA wurde unter der oben angegebenen Nummer in das .Registry of Toxic Effects of
Chemical Substances” des National Institute of Occupational Safety and Heallth der USA
aufgenommen.
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52 Pflanzliche Entgiftung von Pestiziden

In Séugem kooperieren verschiedene Organe mit unterschiedlichen Zelltypen beim Abbau
und bei der Ausscheidung von Fremdchemikalien, wihrend einzelne kultivierte Pflanzen-
zellen fiir den Metabolismus von Xenobiotika als relativ autonom gelten. Auch spielt die Aus-
scheidung (z.B. Guttation, Wurzelexudation) von Fremdstoffen, im Gegensatz zu tierischen
Organismen, bei Pflanzen nur cine untergeordnete Rolle. Filr den Stoffwechsel von Pestiziden
in ganzen Pflanzen (Shimabukuro et al. 1982) und pflanzlichen Zellkulturen (Sandermann el
al. 1984) hat sich ein dreistufiges Stoffwechselschema bewihrt (Abb. 6).

Phasel | Phase 2 Phase 3
1
| | -
e, =
a  ——> [ Vokue |

- Oxidation - Konjugalion

Abb. 6. Stoffwechselschema fiir den Metabolismus von Pestiziden (hier hypothetisch gezeigt
fiir Propanil) in Pflanzen (verdndert nach Sandermann 1987).

Analog dem Stoffwechsel von Siugemn kommt es nach Aufnahme und Transport in Phase
I zunichst zuo Umwandiungsreaktionen wic Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse. In Phase 11
werden funktionelle Gruppen mit pflanzencigenen Vesbindungen verkniipfi. Diese Konjuga-
lionsreaktionen der Phase II sind meist mit Transport- und Ablagerungsprozessen (Phase IIT)
gekoppelt und sollen im folgenden am Beispiel der Chloraniline erldutert werden,

Pflanzliche Umwandlungsreaktionen wurden sowohl mit Pestiziden, die Chloraniline als
strukturelle Bestandteile enthielten, als auch mit freien Chloranilinen durchgefiihrt. Als
Testsysteme fanden dabei ganze Pflanzen, pflanzliche Zellkulturen und in vitro-Ansitze
Verwendung:
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Phase I

Bej der Inkubation von Mikrosomen aus Erbsen mit 4-Chloranilin (4-CA) wurde eine
N-Oxidation zor Nitrosoverbindung beobachiet (Lamoureux und Rusness 1986). Eine Inkuba-
tion von diversen halogenierten Anilinen und HyO, mit Meemettich-Peroxidase fiihrie zu den
entsprechenden Azoverbindungen (Bartha et al. 1968). Das gleiche Produkt wurde fir die
Oxidation von 4-CA mit Peroxidasen aus Soja beschrieben (Laurent 1994). Filr Monuron (N'-
(4-Chlorphenyl)-N-N-dimethylharnstoff) wurde in Baumwolle in geringem AusmaB eine
Arylhydroxylierung mit anschlieBender Glucosidierung nachgewiesen (Frear et al. 1972).

Phase Il

In Reispflanzen wurde die Spaltung von Propanil (N-Propionyl-DCA) und anschlieBende
Bildung von N-Glucosyl-DCA gezeigt (Still 1968). Eine solche N-Glucosidierung von DCA
und 4-CA wurde auch mit Enzymextrakien aus Soja (Frear 1968) und Weizen-Zellkulturen
(Winkler und Sandermann 1989) nachgewiesen. Bockers ct al. (1994) detektierten in Soja-
Pflanzen N-Malony!- und N-Glucosyl-Konjugate von DCA. In Soja-Zellkulturen wurden vor
allem die N-Malonyl-Konjugate beider Chloraniline gefunden, welche in das Kulmrmedium
sekretiert wurden (Winkler und Sandermann 1989). Nach Inkubation von Malonyltransferasen
aus ErdouB-Stimlingen mit DCA erhielten Matern et al. (1984) das entsprechende N-Malonyl-
Konjugat. Die N-Glucosyl- und N-Malonyl-Trensferasen fiir chlorierte Aniline wurden von
Sandermann et al. (1991) hoch angereichert und charakierisiert.

Phase I

Die Speicherung l6slicher und unldslicher Pestizidkonjugate (Phase II) #hnelt der
Speicherung pflanzlicher Naturstoffe, Zahlreiche Flavonoide, besonders solche mit 6-O-
{Malonyl)-8-D-glucosyl-Substituenten wurden in Vakuolen lokalisiert (Boller und Wiemken
1986). Dies ist filr Pestizidkonjugate erst in einem Fall, ndmlich fiir die vermutlich 6-O-
{(Malony!)-substituierten B-D-Glucoside von 2 4-Dichlorphenoxyessigsbure (2,4-D), gelungen
(Schmitt und Sandermann 1982). Das N-Malonylkonjugat von DCA wurde allerdings anch im
Apoplasten der BEitter von intakten Soja-Pflanzen nachgewiesen (Winkler 1991), sodaB ein
Transport des Konjugates in den Interzellularraum stattgefunden haben muB. Bei den ,,onlts-
lichen™ Pestizidkonjugalen wurde wihrend Phase I die feste Bindung cines groBeren Anteils
der applizierten Chloranilinmenge als nicht-extrahierbare Rilckstinde an Zeliwandbestandteile
nachgewiesen (Kaufman et al. 1976; Sandermann et al. 1983). Die Bedeutung von Ligninen
als Senke fiir Chloraniline im Rahmen der pflanzlichen Entgiftungsreaktion und deren toxiko-
logische Relevanz wird in den niichsten beiden Abschnitten ausfilhrlich dargelegt.
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53  Bedeutung der Lignine fir die Bildung nicht-exirahierbarer Rickstéinde

Filr die Untersuchungen nicht-extrahicrbarer Riicksténde von Pestiziden wurden ver-
schiedene experimentelle Systeme wic ganze Pflanzen, abgeschnittene Blétier, Zellkulturen
und Dehydrierungspolymerisate (Copolymere von Coniferylalkohol und Xenobiotika als
Modell fiir Lignine) verwendel Dabei kommt der operational definierten Ligninfraktion (Frei-
setzung mit Dioxan/2 M HCl 9:1) eine besondere Funktion als Bindungsstelle fiir Chloraniline
zu (Kauf-man et al. 1976; Sandermann et al. 1983). Auch die sequentielle Fraktionierung der
Zellwand-Bestandteile durch Verdau mit verschiedenen Enzympréiparationen und Solventien
ergab die Bindung von Chloranilinen an ligninartige Bestandteile (Langebartels und Harms
1988). Einen Uberblick iiber die bisher publizierten Studien, in dencn Xenobiotika in Lignin-
ghnlichen Frakiionen der Zellwand nachgewiesen wurden, gibt Tab. 2.

Tab. 2. Studien, in denen Lignin-artige Zellwandkomponenten als Bindungssielle fiir Pestizide
auf der Basis von Chloranilinen beschrieben wurden.

Pestizid | Experimentelles Bemerkungea Literaher
| System,
Propanll Pflanzen von Gryza Ligninfraktion mit Dioxan/2 M HCI [12
3'4"-Dichlor- sativa solubilisiert. Seitenketie von
propionanilid (TUPAC) Propanil nicht inkorporiert.
Buturon Pflanzen von Triticun | Ligninfraktion mit Dimethylsulfoxid [2}
3-(4-Chlorphenyl)-1- aestivum solubilisienl. Bindung
methyl-1-(1-methylprop- wahrscheinlich nicht kovalent.
2-ynyl}harnsioff
3-Chloranilin; Pflanzen von Oryza Liginfraktionen mit Dioxan/H,0 [3]
3,4-Dichloranilin sativa und Dioxan/2 M HCI solubilisiert.
Cha-rakterisierung der Bindung
mittels Pyrolyse-
Massenspektrometrie
3,4-Dichloranilin Suspensionskulturen Ligninfraktion durch enzymatisch/ 4]
von Triticum aestivum | chemische Zellwandhydrolyse
gewonnen
4-Chloranilin Suspensionskulwren von | Ligninfraktion durch enzymaetisch/ [5]
Lycopersicon lycoper- chemische Zellwendhydrolyse
sicurm und Zea mays gewonnen
3,4-Dichloranilin Pflanzen von Triricum | Ligninfrakiion durch enzymatisch/ [6]
aestivum chemische Zellwandhydrolyse
gewonnen

Lileratar: 1], Yib et al. (1968); [2], Haque et al. (1976); [3), Sull et al. (1981); (4], Harms und
Langebartels (1986); [5), Pogany et al. (1990); (6], Sandermann et al, (1992).

Ersts Hinweise auf einen Einbau von DCA in Lignin-artige Zellwandbestandteile erhiclten
Yih et al. (1968) mit Reis-Pflanzen. In demselben experimentellen System fanden Still et al.
(1981) mehr als 40 % des applizierten 3-CA bzw. DCA in isolierten Ligainfraktionen der
Waurzeln. Mittels massenspekirometrischer Untersuchungen von Fraktionen nach Gelpermea-
tionschromatographie wiesen sic die Bindung beider Chloraniline an das o-C-Atom der
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aliphatischen Seitenkette von PhenylpropamBruchstilcken nach. Eine Benzylamin-Bindung
von Chloranilinen an Ligninbestandteile wurde auch von v.d.Trenck et al. (1981) in einem in
vitro-Lignin, das durch enzymatische Dehydrogenierang von Coniferylalkohol und 4-CA bzw.
DCA hergestellt wurde, aufgezeigt. Deren Bildung wurde von den Autoren als kovalente
Addition an wihrend der Ligninbiosynthese vermullich auftretende Chinonmethid-
Zwischenstufen er-klirt. Hague et al. (1976) zeigten, daf aus nicht-extrahierbaren
Riickstinden von Buturon in Weizenpflanzen der Wirkstoff und einige Abbauprodukie durch
Solvolyse in Dimethysulfoxid freigesetzt wurden. Wegen des Fehlens gesigneter funktioneller
Gruppen in Buturon ist cine kovalente Bindung an Ligninkomponenten unwahrscheinlich.
Harms und Langebartels (1986) fanden nach DCA-Applikation an Weizen-Suspen-
sionskulturen ca. 30 % der aufgenommenen Substanz in nicht-extrahierbaren Rilckstédnden.
Davon lokalisierten die Autoren nach einer fraktionierten cnzymat.ischlchemischen Zellwand-
Hydrolyse ca. 50 % in ciner Lignin-thnlichen Frakion. Sandermann et al, (1992) detektierten
pach der gleichen Aufarbeitungsmethode ca 85 % des in nicht-extrahierbaren Riickstiinden
von Weizenpflanzen gebundenen 3,4-Dichloraniling in ciner Lignin-ghnlichen Zell-
wandfraktion. Pogany et al. (1990) untersuchten den Metabolismus von 4-CA in Mais- und
Tomaten-Suspensionskulturen. ‘Withrend in den Tomalen-Zellkulturen kaum Rilcksttinde des
Chloranilins aufiraten (ca. 7 %), enthiclten die Mais-Zellkulturen mehr als 40 % des
Xenobiotikums in nicht-exirahierbaren Rilcksttinden und dieses war mit Ober 40 % im
operational definierten Ligninanteil lokalisiert. Neben dem Einbau von Chloranilinen in
Lignin-dhnliche Zsllwand-Bestandteile wurde bei simtlichen Publikationen, in denen
sequentielle Zzllwnnd-Aufnrbeimngsmmodcn benurzt wutrden, die Lokalisation cines
wesentlichen  Anteils  des Wirkstoffs in polymeren Kohlenhydratfraktionen  (z.B.
Hemicellulosen oder Pektin} beschricben.

54 Bioverfiigharkeit nicht-extrahlerbarer Riickstinde von 3,4-Dichloranilin

Zusammenfassende Darstellungen der bisher wenigen publizierten Untersuchungen zur
Bioverfilgbarkeit 15slicher pilanzlicher Pestizid-Konjugate kommen zu dem Schluf, daf in
der Gesamttendenz diese Konjugate im Tier gespalten werden (Esser 1986; Khan et al. 1987).
Fast simtliche Studien wurden mit Ratten durchgefiihrt. Dabei lag die Ausscheidungsrate im
Urin als MaB filr die Bioverfiigbarkeit der lslichen Konjugate bei 80-100 %. Von nicht-
extrahierbaren Pestizidrilcksténden wurde angenommen, da dicse our zu einem sehr geringen
Anteil im SHugermagen verdaut werden (Harvey 1983; Pillmeor und Roberts 1985; Edwards
und Hutson 1986; Khan und Dupont 1987; Akhtar 1987). Im Gegensatz dazu wurde von
Sutherland {1976) eine hohe Bioverfilgbarkeit (ca. 90 %) eines nicht-extrahierbaren Riick-
stands von Propanil (3',4'-Dichlurpmpionanilid) nach Fiitterung an Ralten gefunden. Eine
recht hohe Bioverfilgbarkeit wurde auch von Khan et al, (1990) fir nicht-extrahierbare
Rilckstiinde von Deltamethrin (3-(2,2—DibromeLhenyl)-2,2-dimethylcyclopropancm-bonséiure-
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cyano(B-phcn—oxyphenyl)-mcthylester) in Weizengelreide, das an Ratten verfilttert wurde,
beschrieben. Sandermann et al. (1990) zeigten die hohe Biovcrﬁigbai'kcit (ca. 65 %) von
Chiloranilinen in in vitre Chloranilin-Lignin-Copolymeren, wenn diese an Ratten verfilttert
wurden. Aus micht-exirahierbaren Rilckstinden von DCA in Weizen wurden 10-20 % der
inkorporierten DCA-Menge durch Verdau von Ratien und Schafen freigesetzi. Die Auloren
setzien neben Tierversuchen auch eine milde Saurshydrolyse (0.1 M HCI, 37°C) als Simu-
lationsmodell fiir die Bedingungen im SZugermagen ein. Dabei wurde in zwei Stunden die
Freisetzung von ca, 35 % der inkorporierten Radioaktivitdt aus dem in virro-Polymer und von
ca. 10 % aus dem nicht-exirahierbaren Riickstand von Weizen beobachtet. Nach Freisetzung
von Chloranilinen aus nichi-extrahierbaren Rilckstinden in Stugermigen kbnnen diese mog-
licherweise toxische Wirkungen wic die Inaktivierung von Enzymen ansilben (Harvey 1983),

Zusammenfassend 1ift sich feststellen, daB es bisher keinerlei Hinweise auf einen
endgiiltigen Abbeu der Chloraniline in Pflanzen gibt, daB aber das pflanzliche Material allein
aufgrund seiner Menge ¢inen bedeulenden Umschlagplatz bzw. eine Senke (engl. Sink™) filr
Xenobiotika darstellt {Sandermann 1987). Chloraniline gelangen in Form laslicher und un-
laslicher Konjugate zusammen mit den Pflanzen in die natiirlichen Stoffkreisliufe der Um-
welt (z.B. als Nahrung fiir Mensch und Tier oder als Substrat fitr Boden-Mikroorganismen)
und kBnnen toxisch wirken, sofemn kein effektiver Abbau (durch Mikroorganismen des
Bodens oder des Darms) bzw. eine Ausscheidung (mit Exkrementen) geschicht.

6. Themenstellung
Struktur upd Biosynthese von Elicitor-induziertemn Streflignin

In verschiedenen Untersuchungen wurde in den leizten Jahren nachgewiesen, daB die
Strukturen von Ligninen, die nach Verwundung oder mikrobiellem Befall von Pflanzen
gebildet werden, sich von den Ligninen in gesundem Gewebe unterscheiden kénnen (Asada
und Matsumoto 1972; Ride 1975; Hammerschmidt et ab. 1985; Doster und Bostock 1988;
Robert-sen und Svalheim 1990). Eine detaillierte Strukturaufklirung dieser ,.StreB”-Lignine
wurde allerdings bisher nicht unternommen. Als cin exzellentes Modellsystem, um diese
Lilcke zu schlicBen, bot sich eine am Institut kultivierte mixotrophe Fichien-Suspensions-
kultur an. MeBner und Boll (1993) wiesen in dieser Zellkultur eine stark erhShie Aktivitdt
verschicdener Enzyme des Phenylpropanstoffwechsels nach Hehandlung mit einer Elicitor-
préiparation des Fichtenpathogens Rhizosphaera kalkhoffii und die Sekretion cines lignin-
artigen Polymers in das Kulturmedium nach. Ein wesentlicher Vorteil dieses Modellsystems
ist dic Tatsache, daB das zu untersuchende igninartige Polymer in das Kulturmedivm
sezerniert wird und somit aufwendige Isolierungsprozeduren, bei denen labile Bindungen
unter Umsténden gespalten werden (Ziechmann und Weichell 1977), unndtig macht.

R —
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In einem Vergleichsexperiment sollte untersucht werden, ob ozonbehandelte Fichten-
Keimlinge ebenfalls ein StreB-Lignin bilden. Eine Induktion der Aktivititen verschiedener an
der Ligninbiosynthese beteiligter Enzyme unter dem EinfluB einer Ozon-Exposition wurde
wiederholt in Pflanzen beschrieben (Kangasjirvi et al. 1994). So wurde in Fichten-Keim-
lingen eine Ozon-Induktion der Aktivitit und der Transkriptmenge von Zimtalkohol-Dehy-
drogenase nachgewiesen {(Galliano et al. 1993 a,b). Eine Analyse der Lignine als miiglichem
Endprodukt der erhhten Enzymaktivitdten nach Ozon-Behandlung wurde allerdings bisher in
keinem Fall durchgefilhrt. Neben der Charakierisicrung der Lignine aus Fichien-Suspen-
sionskulturen und Keimlingen soliten Untersuchunger zu deren Biosynthese unlernommen
werden. Mittels sogenannter Dehydrientngspolymerisationen, dies sind in vitro-Synthesen von
Ligninen, sollte versucht werden, die Reaktionsbedingungen bei der Synthese von Stref-Lig-

ninen zu simulieren.

Lignine als Senke fiir Chloraniline—Untersuchungen zum Bindungstyp

Frithere Arbeiten von Sandermann et al. (1992} hatten gezeigt, dal die Bioverfiigbarkeit
nicht-extrahierbarer Rijckstiinde von 3,4-Dichloranilin {DCA) in Weizen, wenn diese an Rat-
ten und Schafe verfiittert wurden, ca. 10-20 % betrug, wihrend die Freisetzung von DCA aus
einem Dehydrierungspolymerisat (DHP; synthetisches Capolymer ans Coniferylalkchol und
DCA) bei ca. 65% lag (Sandermann et al. 1990). Dic unterschiedliche Bioverfilgbarkeit
beider Proben im Tierversuch wurde auch mit einer milden Siurehydrolyse (0.1 M HCI bei
37°C; Simulation der Bedingungen im $4ugermagen) reproduziert. Diese Ergebnisse wurden
mil der Existenz zweier verschiedener Bindungstypen von DCA im Lignin erklirt: Die von
v.d.Trenck et al. (1981) filr ein DHP postulierte Anheftung von DCA an C-a der aliphatischen
Seitenkette von Lignin-Phenylpropan-Einheiten sollte nach Sandermann et al, (1992) fitr die
Sture-Labililt der Bindung von DCA verantwortlich sein. Die Autoren venmuteten, da, in
Analogie zu Arbeiten von Simmons et al, (1989) iiber Copolymerisate von Guajacol und 4-
Chioranilin, zusdtzlich ein zweiter Bindungstyp existiert, ndmlich die Bindung von DCA an
C-6 des Guajacylringes, der die SHure-Stabilitiit der Bindung von DCA in nicht-extrahierbaren
Rilckstinden von Weizenpflanzen ausmacht. Da in keiner der bisherigen Arbeiten die Vor-
schlige zum Bindungstyp von DCA in ligninartigen Polymeren durch vergleichende Unter-
suchungen mit geeigneten Modellsubstanzen untermauert wurden, sollte diese experimentelle
Licke in der vorliegenden Arbeit geschlossen werden. Zun#ichst sollten Modellsubstanzen filr
potentiell Jabile Bindungen von DCA in Ligninen synthetisiert und mittels verschiedener
spektroskopischer Methoden charakterisiert werden. Die eindeutige Zuordnung der Bindungs-
typen von DCA im Polymer sollte durch Vergleich der Strukturdaten der Modellsubstanzen
mit jenen des Polymers ermeicht werden. AnschlieBend sollte mit dem in vitro-Polymer
(Copolymer aus DCA und Coniferylalkohol) und den Modellverbindungen die Hydrolyse-
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stabilitit der verschiedenen Bindungstypen iiberpriift werden, um die Ergebnisse der friiheren

Tierversuche (s.0.) erkliren zu kinnen.
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II. MATERIAL UND METHODEN

1. MATERIAL UND METHODEN

1.  Geriite

Geriit Hersteller / Vertrieh

Autoklav VST 40/60 Zirbus, Osterode, Deutschland
Densitometer CD 60 Desaga, Heidelberg, Deulschland
Gefriertrockner LYCOVAC GT 2 Leybold-Hereaus, Ktiln, Deutschland
Geltrockner Bachofer, Reutlingen, Deutschiand
Heizblock fiir Eppendorf-Reaktionsgefifie Liebisch, Bielefeld, Deutschland
Homogenisator Braun-Melsungen, Melsungen, Deutschland
Homogenisator Ulra-Turrax T 25 Janke und Kunkel, Staufen, Deutschland
Tonenaustauscheranlage Millipore, Eschbom, Deutschland
Kleingewichshiuser Voss, Mainz, Deutschland
Konduktometer E 518 Metrohm, Herisau, Schweiz

Laborwaagen Sartorius LC2200S und A21UP-001
Massenfluregler DO-2

Membranpumpe MD 4-C
Mikroliterzenirifuge

Mikro-Dismembrator I

Mikroskop Orthophan mit Fotoaufsatz Orthomat
Mikrotom HM 350

Ozon-Analysator CSI 3500

Ozon-Generator 500 M und Modell 500
PHAST-System

pH-Elekirode 523

Photometer UV-160 A

Phytokammer HPZ 90/50

Plexiglasbad 4P und Thermostat MT/2
Rotationsverdampfer Rotavapor RE 111
Schlauchpumpe MC-MS/CA 4
Schwefeldioxid-Analysator SA 285
Schiluelgerit IKA-VIBRO-FIX VF 2
Schiittelgerit IKA-VIBRAX-VXR

Schiittler HT fiir Zzilkulturen
Speedvac-Zentrifuge UNIVAPO 100 H
Spektralphotometer UV-160A

Sterilbank HP 6.15
Stickstoffdioxid-Analysator CSI 1600 Mark II
Swing Out-Tischzentrifuge
Szintillationszlhler Minibeta 1221
Thermoschrank UM-SM-BM 100-800

Wiigetechnik Milnchen, Milnchen, Deutschland
GSF, OberschleiBheim, Deutschland
Vakuubrand, Wertheim, Deutschiand
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Braun-Melsungen, Meisungen, Deutschland
Leitz, Wetzlar, Deutschland

Mikrom, Heidelberg, Deutschland
Messer-Griesheim, Duisburg, Deutschland
Fischer, Meckenheim, Deutschland
Pharmacia, Freiburg, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

Shimadzu, Kyoto, Jepan

Heracus-Vilsch, Balingen, Deutschland
Haake, Karlsruhe, Deutschland

Biichi, Flawil, Schweiz

Ismatec, Wertheim, Deutschland
Messer-Griesheim, Duisburg, Deutschland
Janke und Kunkel, Staufen, Deutschland
Janke und Kunkel, Staufen, Deutschland
Infors, Bottmingen, Deutschland
Uni-Equip, Mlinchen, Deutschland
Shimadzu, Kyoto, Japan

BDK Reinlufttechnik, Sonnenbiihl, Dentschland
Messer-Griesheim, Duisburg, Deutschland
Hettich Universal, Tuttlingen, Deutschland
LKB, Bromma, Schweden

Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland

Tischzentrifuge Hettich-Universal, Tottlingen, Deuntschland
Ultraschallstab Branson B-12 Bachofer, Reutlingen, Deutschiand
Zentrifuge 3K 12 Sigma, Osterode, Deutschland

Zentrifuge J2-21 Beckman, Miinchen, Deutschland

Anmerkung: Die Geritespezifikationen aufwendiger Analyse-Geriite (GC, GC-MS, HPLC,
NMR un.h.) sind in jenen Kapiteln aufgelistet, in denen die dabei verwendeten Methoden

beschrieben werden.
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2.  Chemikalien und Enzyme
21 Lisungsmitiel
Lbsungsmittel Bemgsquelle Bestellnummer | Qualitit
Acelon Merck, Darmstadt, Deutschland 14 p.a.
Acetonitril Riedel de Haen, Seelze, Deutschland 34851 filr
HPLC
tert.-Butylmethylether Merck, Darmstadt, Deutschland 1849 pA.
Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland 2445 pA.
Dichlormethan Riede] de Haen, Seslze, Deutschland 34488 “pestanal”
Deuteriertes Wasser Fluka, Neu Ulm, Deutschland 31239 filr NMR
DeuteriertesDimethylsulfoxid | Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 52415 fir NMR
Dicthylether Merck, Darmstadt, Deutschland 929 pA.
Dimethylsulfoxid Aldrich, Steinheim, Deutschland D-5879 pA.
Dimethylformamid Aldrich, Steinheim, Deutschland 27,054-7 fiir HPLC
Dioxan Fluka, Neu Ulm, Deutschland 42510 PA.
Eisessig Merck, Darmstadt, Deutschland 63 p.A.
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 983 pA.
Elhylacetat Riedel de Haen, Seelze, Deutschland 34450 "pesianal”
Methanal (LiChrosolv} Merck, Darmstadt, Deutschland 6018 fiir HPLC
Pyridin Fluka, Neu Ulm, Deutschland 82704 p.A.
Tetrahydrofuran Aldrich, Steinheim, Deutschland 18,656-2 p.A.
Toluol Riedel de Haen, Seelze, Deutschland 34494 "pestanal”
Wasser (Ionenaustauscher) | Millipore, Eschborn, Deutschland | Selbsthersteliung | bidest.
22  Referenzsubstanzen
| Substanz | Bezugsquelle Bestellnummer
Aslringin Geschenk von Dr. R, Pearce, Oxford, { Laborsammilung
GroBbritannien
Catechin Roth, Karlsruhe, Deutschland 6200.1
Coniferin isoliert von Dr. W. Heller und C. Laborsammlung
Elbert aus Kambialsaft von Kiefer
Coniferylaldehyd Aldrich, Steinheim, Deulschland 38,205-1
Coniferylalkohol Fluka, Neu-Ulm, Deutschiand 27740
p-Cumarsiure Sigma, Deisenhofen, Deutschland C-9028
p-Cumarylalkohol Synthese von K., Pflanz Laborsammlung
3,4-Dichloranilin ("pestanal™) Riedei de Haen, Seslze, Deutschland 35827
Docosan (CaqHyg) Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 43540
Ferulasiure Roth, Karlsruhe, Deutschland 9934
D{+)Galacturonséure Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 48200
Gemahlenes Holz (Picea sitchensis), | Geschenk von Prof. C. Lapierre, Labosammlung
im Text als SWL bezeichnet Grignon, Frankreich
D{+)Glucose Baker, Deventer, Niederlande 0115
Guajacylglycerol-B-guajacylether Synthese von W. Schiifer Laborsammiung
p-Hydroxybenzaldehyd Sigma, Deisenhofen, Deutschland H-5630
p-Hydroxybenzoesiure Sigma, Deisenhofen, Deutschland H-5376
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Fortsetzung Referenzsubstanzen

Substanz Bezugsquelle Bestellnummer
Isorhapontin Geschenk von Dr. R, Pearce, Oxford, | Laborsammluong
GroBbritannien
Kimpferol-3-O-glucosid Roth, Karlsruhe, Deutschland 9321.1
Matairesinol Herkunft unbekannt Laborsammlung
Milled Wood Lignin (Picea abies), | Geschenk von Dr. O.Faix, Hamburg, | Laborsammlung
im Text als MWL bezeichnet Deutschend
Picein Roth, Kerlsruhe, Deulschland 9893.1
Pinoresinol Herkunft unbekannt Laborsammilung
[U-14C] Toluol Arersham, Braunschweig, Dentschland Co12
Tyramin Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 93810
Vanillin Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 94750
23  Sonstige Chemikalien und Materialien
Produkt | Hersleller | Bestelinummer
Acrylamid / Bisacrylamid 30: 0.8 | Roth, Karlsruhe, Deutschland 3029
B-Alanin Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 05159
Albumin Fraktion V aus Rinderserum | Merck, Darmstadt, Deutschland 12018
Ammoniakwasser Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 09860
Ammoniumnilrat Merck, Darmstadt, Deutschland 1188
Ammoniumperoxodisuifat Sigma, Deisenhofen, Deutschland A-6761
[15N] Anilin Chemotrade, Leipzig, Deutschland keine Angabe
Anthron Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 10740
Bariumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland 1737
Benzidin Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 12115
N6-Benzyladenin Merck, Darmstadt, Deutschland 1701
Bio-Rad Protein-Nachweisreagens | Bio-Rad, Milnchen, Deutschiand 500-0006
Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid | Fluka, Neu-Ulm, Deutschiand 15244
Borsiiure Merck, Darmsiadt, Deutschland 165
Bortrifluorid-Etherat Aldrich, Steinheim, Deutschland 21,660-7
Bromphenolblau, Natriumsalz Merck, Darmstadt, Deutschland 11746
Calciumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 2382
Cellulose (mikrokristallin}) MN 301 | Macherey-Nagel, Dilren, Deutschland B16250.1
Cobalichlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 253%
Deuterierte Salzsiiure Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 31231
[C-Ring }C] 3,4-Dichloranilin Sigma, Deisenhofen, Deutschland 31,265-7
Diethyldithiocarbaminsiiure Sigma, Deisenhofen, Deutschland D 3506
2,5-Diphenyloxazol Zinsser, Frankfurt, Deutschland 1233500
Dithioerythritol Sigma, Deisenhofen, Deutschland D-8255
Eisensulfat Merck, Darmstadt, Deutschland 3965
Essigstiure Merck, Darmstadt, Deutschland 63
Essigsiureanhydrid Merck, Darmstadt, Deutschland 42
Ethanthiol Aldrich, Sieinheim, Deutschland E 370-8
Formaldehyd (37 %) Merck, Darmstadt, Deutschland 4003
Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland 4091
Glycein Merck, Darmstadt, Deutschland 4169
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Fortsetzung Sonstige Chemikalien und Materialien

Produkt Hersteller Bestellnurmmer
Guajacol Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 50880
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2- | Sigma, Deisenhofen, Deutschland H-3375
ethansulfonsture (Hepes)

Historesin LKB, Bromma, Schweden 2218-300
Hydroluma Baker, Devenler, Nicderlande 8584
3-Hydroxybiphenyl Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 54895
myo-Inosit Merck, Darmstadt, Deutschland 4507
Kaliumchlorid Merck, Darmstadl, Deutschland 4933
Kaliumditiydrogenphosphat Baker, Deventer, Niederlande 0240
Kaliumhydroxid Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 60370
Kaliumjodid Fluka, Neu-Ulm, Deutschiand 60400
Kaliummonohydrogenphosphat Baker, Deventer, Niederlande 0241
Kaliumnitrat Merck, Darmstadt, Deutschland 5063
Kieselgel-Trockenperlen (Blaugel) | Serva, Heidelberg. Deutschland 27188
Kupferchlorid Sigma, Deisenhofen, Deutschland C-3801
Kupfersulfat Merck, Darmstadi, Deutschland 2790
Lithiumehlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 5675
Magnesiumsul fat Merck, Darmstadt, Deutschland 5886
Malzexirakt-Agar Merck, Darmstadt, Deuatschland 5398.0500
Mangansulfat Merck, Darmstadt, Deutschland 5963
Meathylgriin/Zinkchlorid-Doppelsalz | Merck, Darmstadt, Deutschland 29295
Molekularsieb JA Aldrich, Sieinheim, Deuischland 14278
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES) | Sigma, Deisenhofen, Deutschland M-0895
|-Naphthylessipsaure Merck, Darmstadt, Deutschland 6220
Natriumnacetat Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 71190
Natriumborhydrid Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 71320
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland 6392
Matriumehlorid Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 71380
Natriumdihydrogenphosphat Baker, Devenier, Niederlande 0303
Natrium-EDTA (Titriplex III} Merck, Darmstadt, Deutschland 8418
Natriumhydroxid Fluka, Neu-Ulm, Deuischland 71692
Natriumniaurylsulfat Fluka, Neu-Ulm, Deuischland 717692
Natriummolybdat Merck, Darmstadt, Deutschland 6521
Natrinmmonohydrogenphosphat Baker, Deventer, Niederlande 0326
Natriumpolystyrelsulfonat Polymer Laboratories, Shropshire, keine Angabe
(Polymerstandards) GroBbritannien

Natriumsulfat Fluka, Neu-Ulm, Deutschiand 71960
Nalriumtetraborat Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 1737
NatriumthiosulFat Sigma, Deisenhofen, Deutschland S-8503
Nicotinamidadenindinuclectidphos- | Boehringer, Mannheim, Deutschland 127353
phat, Dinatriumsalz

Nicotinsiure Merck, Darmstadt, Deutschland 6817
Nylongewebe 50 um Maschensifmmg | Seidengazefabrik, Thal, Schweiz keine Angabe
PD-10-Siulchen Pharmacia, Freiburg, Deutschland 17-0851-01
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Fortsetzung Sonstige Chemikalien und Materialien

Produkt Hersteller | Bestelinummer
Perchlorstiore (70%) Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 77230
Perlit Démmsloff GmbH, Dortmund, keine Angabe
Deutschland
Phloroglucinol Roth, Karlsruhe, Deutschland 7662
Phosphorsidure Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 79620
Poly-L-lysin (MW 20000-30000) Fluka, Nen-Ulm, Deutschland 81333
Pufferlosung pH 4 (filr pH-Elektrode) | Merck, Darmstadt, Deutschland 9435
Pufferltsung pH 7 {filr pH-Elektrode) | Merck, Darmstadt, Deutschland 9439
Pufferitsung pH 10 (fiir pH-Elekwode) | Merck, Darmstadt, Deutschland 9438
Polystyrol (Potymerstandards) Aldrich, Steinheim, Deutschland keine Angabe
Polyvinylpyrrolidon (FVP-10) Sigma, Deisenhofen, Deutschland PVP-10
Pyridoxalhydrochlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 7526
n-Propylgallat Sigma, Deisenhofen, Dentschland P 3130
Raney-Nickel Aldrich, Steinheim, Deutschland 22,167-8
Saccharose Merck, Darmstadt, Deutschland 7687
Salzstiure (37 %) Merck, Darmstadt, Deutschland 319
Schwefelsfure (95-97%) Merck, Darmstadt, Deutschland 732
Silbernitrat Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 85228
Sudan IV Sigma, Deisenhofen, Deutschland 8-4261
NNN'N'-Tetramethylethylendiamin | LKB, Bromma, Schweden 1820-104
(TEMED)
Thiaminchloridhydrochlorid Merck, Darmstadt, Deutschiand 8181
Thioharnstoff Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 83810
Trichloressigsiure Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 91230
Trifluoessigsiure (Uvasolv) Merck, Darmstedt, Deutschland 8262
Tristhydroxymethylyaminomethan Sigma, Deisenhofen, Deutschland T-1503
Wasserstoffperoxid (ca, 30 %) Fluka, Neu-Ulm, Deulschland 95300
Zinksulfat Merck, Darmstadt, Dentschland R883
24 Enzyme
Enzym Hersteller Bestellnummer
Cellulase aus Trichoderma viride Bochringer, Mannheim, Deutschland 238104
Chymotrypsin aus Rinderpankreas Boehringer, Mannheim, Deutschland 103306
Glucose-Oxidase aus Aspergillus niger | Boehringer, Mannheim, Deutschland 105139
B-Glucosidase aus Prunus dulcis Sigma, Deisenhofen, Deutschland G 4511
Peklinase aus Aspergillus niger Serva, Heidelberg, Deutschland 31662
Pronase E aus Strepromyces griseus | Boehringer, Mannheim, Deutschland 165921
Peroxidase aus Armorecia rusticana | Boehringer, Mannheim, Deutschland 413470
Trypsin aus Rinderpankreas Boehringer, Mannheim, Deutschland 109819
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3. Nihrmedien
3.1 Kulturmedium fiir Fichlen-Suspensionskuliuren

Die Bestandteile des Mediums wurden als StammlSsungen bei 4°C fiir maximal 4-
6 Wochen gelagert. Bei Bedarf wurden die verschiedenen Stammlésungen und Saccharose
Zusammen-gegeben, auf 1 Liter mit bidest. Wasser aufgefiillt und mit 1 M KOH-Lésung auf
cinen pH-Wert von 5.7 cingestellt. Das Medium wurde in 200 ml Erlenmeyerkolben (35 ml
Medium) bzw. 2 Liter Fernbachkolben (350 ml Medium) umgeflillt und bei 120°C fiir 20 min
im Autoklav sterilisiert. Die sterilen KulturgefiBe wurden bei 4°C unter LichtausschluB
maximal vier Wochen gelagert.

Tab. 3. Zusammensetzung des Suspensionskultur-Mediums (nach Murashige und Skoog
1962).

Bezeichnung der Stammldsung Einzelkomponenten Konzentration
Makroelemente NH,NO; 1650 mg I
KNGO, 1900 mg 1"*
CaCl; x 2 H,Q 440 mg 1"
MgS0, x 7 H;O 370 mg 1"
KH,PO, 170 mg 1"
KJ 830 mg 1"
Eisen-EDTA FeSO, x 7 H;0 274 mgl”
Na,EDTA x 2 H;0 37.2mgl”
Mikroclemente MnSQ, x H;O 16.7 mg It
H;BO, 62mgl"
Zn30, x T H,0 10.6 mg 1!
NaMoOQ, x 2 H,0 250 pg I
CuS0, x 5 H,0 250 pg 1
CoCl, x 6 H,0 100 pg!”
Vitamine myo-Tnosit 100mg I""
Nicolinsdure 500 pgl*
Pyridoxin/HCI 500 pgl’
Thiamin/HCl x H;0 100 pg 1"
N®-Benzyladenin 1mgl!
1-Naphthylessigséure 3mgl!
Saccharose 30 gl

3.2 Nihrmedium zur Anzuchi von Fichten-Keimlingen

Die Komponenten des Nihrmediums filr Fichten-Keimlinge wurden als Stammlisungen
bei 4°C filr maximal 4-6 Wochen gelagert. Filr einen Ansatz wurden die verschiedenen
Lésungen zusammengegeben, das Volumen auf 1 Liter ergiinzt und im Autoklav bei 120°C
fidr 20 min sterilisiert.



II. MATERTAL UND METHODEN 28

Tab. 4. Zusammenseizung des Niahrmediums fiir Fichten-Keimlinge (modifiziert von
C. Langebartels nach Ingestad 1959).

Bezeichnung der Stammléisung | Einzelkomponenten Konzentration
Makroclemente NH,NO, 1429 mg1’
NaCl 127mgl"

KCl 1.3mgl"

MgSO, x 7 H,0 152.1 mg "

MnSO, x H,0 500 ugl’

CaCl, x 2 H,O 146.7 mg I

KH,PO, 439 mg 1!

Mikroelemente H;BO; 972 pg !’
ZnSO, x 7 H,0 88 pgl’

Na;MoO, x 2 H,O BO pg I’

CuS0, x 5 H;,0 79 pg !

Fisen-EDTA FeSO, x 7 H,0 2.8 mglI'
Na;,EDTA x 2 H,Q 3.7 mgl’

33 Kulturmedium fiir Rhizosphaera kalkhoffii

Rhizosphaera kalkhoffii Bubak ist ein Schwicheparasit der Fichte, der meist auf der
Unterseite der Nadeln zu finden ist (Butin und Wagner 1985). Bei dem in unserem Labor
kultivierten Pilzmyzel handelt ¢s sich um ein Geschenk von W. OBwald (Botanisches Institut
der Technischen Universitit Miinchen). Die Kultivierang erfolgte unter sterilen Bedingungen
in Petrischalen auf Malzagar (Merck, Darmstadr) in 100 ml bidest. Wasser im Halbdunkel bei
26°C. Fur die Elicitorpriparation wurden griiBere Mengen des Pilzmyzels benétigt. Dazv
wurden unter sterilen Bedingungen ein bis zwei Spatelspitzen Myzel von der Petrischale
abgekralzt und in einem 2 | Fernbachkolben mit 400 ml Malzmedium (s.0. ohne Zugabe von
Apgar) iiberfilhrt und verteilt. Das Myze]l wurde drei bis vier Wochen im Halbdunkel bei 26°C
weiterkuitiviert und alle 10-14 Tage pgut durchmischt. AnschlieBend wurde das Medium
abdekanliert, das Myzel viermal mit 11 bidest. Wasser gewaschen, in flilssigem Stickstoff
eingefroren und gefriergetrocknet (LYCOVAC GT 2, Leybold-Heraeus, Kbin). Das gereinigte
Myzel wurde bei -80°C gelagert.

4. Pflanzenmaterial

41  Zellkulturen

4.1.1 Anlage von Fichten-Suspensionskulturen

Ausgangsmaterial fiir die Anlage der Suspensionskulturen waren Kalluskulturen von Picea
abies (L.} Karst. Diese wurden von B. MeBner (GSF, Instilut filr Zellchemie, Neuherberg)
1989 aus Oberflichen-sterilisierten Nadeln von etwa 60 Jahre alten Fichten angelegt und am
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Institut kultiviert. Die Kalluskulturen wurden alle zwei Wochen auf frisches Agar-Nihr-
medium iiberimpft. Fir die Priiparation von mixotrophen Suspensionskulturen wurden
500 mg Kallus in 300 ml Ftissigmedium iberfilhrt, Die Kulturen wurden bei 27°C unter
definierten Dauerlicht-Bedingungen (Qsram L 40 W/77, 1000 Lux) mit 50 rpm geschiittelt.
Alle drei bis vier Tage wurden 35-45 g Zellen (NaBgewicht) in 350 ml frisches Nihrmedium
iiberimpft (Abb. 7).

Abb. 7. Mixoirophe Fichten-Sus-
pensionskulturen.

4.2 Charakterisierung der Fichten-Suspensionskulturen

Zur Charakterisierung der mixotrophen Zellkultur wurde eine Wachtumskurve dber 23
Tage aufgenommen (Abb. 8). Genau 3.5 mg NaBgewicht ciner drei Tage alten Suspensions-
kultur wurden in 20 ml Kolben mit 35 mi Medium angeimpft.

Frischgewicht der Suspensionszellen

Dic Zellen eines Kolbens wurden jeweils auf ein Filierpapier (£ 90 mm, Schleicher und
Schiill, Dassel} abgesaugt und deren Frischgewicht pgravimetrisch bestimmt. Das Frisch-
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gewicht ergab sich aus der Differenz von Gesamtgewicht (Zelten plus Filter) und Gewicht des
Filters.

Leitfihigkeit des Mediums

Die Leitfahigkeit des von den Zellen abgetrennten Mediums wurde mit einem Konduktometer
(E 518; Metrohm, Herisau, Schweiz) ermittelt.
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Abb. 8. Verlauf von Frischge-
wicht und Leitfihigkeit bei 0 2 4 6 35 012U
Fichten-Suspensionskulturen. Tage nach Animpfen

Symbole: -0 Frischgewicht;
-o— Leitfihigheit.

4.2  Fichten-Keimlinge
4.2.1 Aseptische Anzucht der Kelmlinge in Hydrokultur

Die Samen von Fichte (Picea abies) wurden von der staatlichen Samenklenge und Pflanz-
garten in Lanfen (Bayerische Landesanstalt filr forstliche Saat- und Pflanzenanzucht) bezogen.
Sie trugen die interne Bezeichnung Nr. 84019 des Pflanzgartens Laufen und stammten aus
dem Reifejabr 1985, Die Fichtensamen wurden ilber Nacht in Leitungswasser gequollen. Zur
Oberflichen-Sterilisation wurden sie 30 min in 30 % (v/v) Wasserstoffperoxid gerithrt und
mil sterilem bidest. Wasser gewaschen, bis keine Gas-Entwicklung mehr zu beobachten war.
KunststoffgefiBe (23x7.5x5cm, Schubladenteiler, Curver) wurden mit in Wasser
gewaschenem Perlit (Dimm-stoff GmbH, Dortmund) ca. 4 em hoch  befilllt. Die mit einem
sauberen Tuch getrockneten Samen wurden gleichmiiBig auf das Perlit ausgesét (ca. 100 Stilck
pro GefiB). Je 7 GefiBie wurden in die Schalen von Kleingewtichshtivsern (69 x 33 x 24 cm,
Voss, Mainz) gestelll Diese wurden ca. 2cm hoch mit bidest. Wasser gefilllt und mit
Plexiglashauben abgedeckt. Die Kleingewsichshiuser standen in ciner begehbaren Phytokam-
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mer (HPZ 90/50, Heraeus-Votsch, Balingen). Die Anzucht erfolgte mit einem diumnalen
Rhythmus (14 h Licht, 10h Dunkel). Die Temperatur betrug 22/18°C (Tag/Nacht), die
relative Luftfeuchte 75 %, die Beleuchtungsstirke 100 pEm2s! (Sylvania Cool White,
FR 95 T1/215 W) und der Luftdurchsatz 60m? h-l. Die Zuluft worde Uber verschiedene
Filtereinheiten (Partikel-, Aktivkohle- und Permanganatfilter) gereinigt und somit die
Konzeniration von Luftschadstoffen in der Kammer unter 15 nl Il gesenkt (Payer und
Seckmeyer 1988). Nach 7 Tagen wurden die verstellbaren Liiftungsschlitze an den Plexi-
glashauben der Kleingewichshiuser im Abstand von zwei Tagen stufenweise gedffnet. Nach
insgesamt 14 Tagen wurde dic Haube ganz abgenommen und die Keimlinge mit Nahrmedium
gedilngt. Nach vollstindiger Aufnshme der Lasung erfolgte alle 2-3 Tage die Zugabe von
bidest. Wasser. Um ein Pilzwachstum zu vermeiden, wurden die Samenschalen direki nach
ihrem Abwurf entfernt. Filr die Ozon-Exposition wurden Keimlinge im Alter von sechs
Wochen verwendet (Abb, 9).

Abb. 9. Fichien-
Keimlinge im Alter
von 14 Tagen.

4.22 Charakterisierung des Wachstumsverlaufs der Fichten-Keimlinge

Zur Charakierisicrung des Wachstums wurden wihrend 6 Wochen in Absténden von
einigen Tagen das Frischgewicht von Nadelkranz, Hypokotyl und Wurzel, sowie der
Ligningehalt (Ligninbestimmung 5s.119.) bestimmt {Abb. 10). Die Keimung der Samen
begann zwischen dem dritten und filnfien Tag nach Aussaat mit dem Wachstum ven
Keimwurzel und Hypokotyl. Nach 6-8 Tagen erschienen die Kotyledonen unter der noch
aufsitzenden Samenschale. Etwa 11-14 Tage nach Aussaat wurden die Spitzen der ersten
Primérnadeln sichibar. Das Gewicht der Nadelkriinze sticg bis zur 6. Woche anndhernd linear
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an. Lignin akkumulierte linear in Nadeln ab der vierten Woche nach Aussaat. Die
Frischgewichtszunahme der Hypokotyle verlicf wihrend der ersten 2.5 Wochen annihernd
linear und stagnierte daan. Der Ligningehalt der Hypokolyle stieg im gesamten
Versuchszeitraum deutlich an, Der Wachstumsverlauf bei den Wurzeln war vergleichbar den
Nadeln. Das absolute Gewicht der Wurzeln lag 40-75 % niedriger als jenes der Nadeln.
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ristik der Fichtenkeimlinge. -§
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-o- Gewicht Nadelkrinze

-0~ Ligningehalt Nadelkriinze

-v- Gewicht Hypokotyle T ach

== Ligningehalt Hypokotyle oge nach Aussaat

-m- Gewicht Wurzeln

5.  Priiparation eines Rhizosphaera kalkhoffii-Elicitors

(modifiziert von B. Mefiner nach Ayers et al. 1976}

Das aus der Fliissigkultur des Pilzes (siche 3.3) gewonnene Myzel wurde ausgiebig mit
Wasser gewaschen, bis das nach Filtration durch Nylongewebe (50 ym Maschentifaung,
Secidengazefabrik, Thal, Schweiz) erhaltenc Filiral klar erschien. Nach Lyophilisierung
wurden 200 mg gefriergetrocknetes Myzel mit 20 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) im
Ultra-Turrax zerkleinert, mit einem Homogenisator (Braun, Melsungen) weiter homogenisiert
und eine Minute im Ultraschallbad gehalten. Nach Zentrifugation wurden die Myzelreste
dreimal mit Wasser gewaschen und jeweils im Ulira-Turrax resuspendiert. Es wurde
zentrifugiert, mit 20 ml Aceton resuspen-diert, homogenisiert {Ultra-Turrax) und nochmals
zentrifugiert. Das Pellet wurde 24 h an der Luft getrocknet, in bidest. Wasser (5 mg-ml-1)
aufgenommen und bei 120°C fiir 20 min im Autoklav sterilisiert. Die unlbslichen Bestandteile
der Elicitorpriiparation setzten sich nach wenigen Stunden am Boden des Aufbewahrungs-
gefiBes ab und der als Elicitor verwendete 1gsliche Uberstand konnte mit einer Pipette bei
Bedarf abgenommen werden. Der Kohlenhydratgehalt des Elicitors wurde mit Hilfe der

Anthron-Melhode bestimmt (s. I 10.4.1).
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6. Elicitor-Behandlung der Fichten-Suspensionskulturen

Induktion der Zellkulturen

Filr die Induktion der Ligninbildung wurden zwei verschiedene Versuchsansttze gewihlt:
1,) Zur Gewinnung von gréBeren Mengen extrazellulirem ligninartigen Materials (Struktur-
aufklsrung) wurden in einem 2 1 Fernbachkolben 35 g Zellen {NaBgewicht) mit 350 ml Me-
dium angeimpft. Nach drei Tagen erfolgte die Zugabe von 10 mi einer Elicitorlésung von
Rhizosphaera kalkhaffii (emsprechend 1.0 mg Glucoseiiquivalenten pro ml Medium; bestimmt
nach der Anthron-Methode (s. T 10.4.1)). 2.} In sémtlichen anderen Experimenten wurden
200 ml Erlenmeyerkolben verwendet, die mit 3.5 g Zellen in 35 ml Medivm beschickt waren,
Zur Induktion der Ligninbiosynthese wurde dann 1ml der obigen Elicitorpriparation
zugegeben,

Aufarbeitung von Zellen und Medium

1.) Priparative Isolierung von extrazeliulirem ligninartigem Material: Das Kulturmedium
{350 ml pro Fernbachkolben) wurde mittels Filiration durch Nylon-Gewebe (50 pm Maschen-
offnung, Seidengazefabrik, Thal, Schweiz) von den Zeilen getrennt und 30 min bei 25900 x g
zentrifugiert (verteilt auf zwei 250 ml Zentrifugenbecher aus Polypropylen; Rotor JA 14,
Beckman, Milnchen). Das in das Medium sekretierte Polymer bildete einen Niederschlag, von
dem der Uberstand abdekantiert wurde. Das Pellet wurde mit je 150 ml 1% SDS (w/v),
1 M NaCl, und dreimal mit bidest. Wasser gewaschen. Nach Gefriertrocknung wurde das
Polymer bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert (Ausbeute 10-20 mg pro Kulturkolben).
Die Zellen (50-70 mg) wurden mit 300 ml bidest. Wasser gewaschen und nach Gefrier-
trocknung bei -280°C aufbewahrt. 2.} Sonslige Experimente: Das von den Zellen mittels
Filtration (§.0.) getrennte Kulturmedium (35 ml pro Erlenmeyerkolben) wurde wie oben
zentrifugiert (veneilt in zwei 25 ml Zenrifugenbecher aus Polypropylen; Rotor JA 20,
Beckman, Mlnchen). Der {Uberstand wurde direkt weiterverarpeitet (s.II 11.1). Das Pellet
wurde wic oben mit je 15 ml der jeweiligen Waschidsung von Verunreinigungen befreit und
auf die gleiche Weise weiterverarbeitet. Die Zellen wurden mit 30 ml bidest. Wasser
gewaschen und nach Einfrieren in flilssigem Stickstoff bei -80°C bis zur weiteren Analyse
gelagert, Die Ausbente an gereinigtem extrazellulirem Polymer berug 1.8-2.5mg pro
Kulurkolben (35 ml Medium).

7.  Ozon-Behandlung von Fichten-Keimlingen
Ozonerzeugung und -analyse in klimatisierten Kiivetten

Ozon wurde mit einem Ozongenerator (500 M, Fischer) aus reinem Sauerstoff erzeugt und
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mit Hilfe cines MassenfluBreglers (Typ Do-2, GSF) in die gereinigte Zuluft (5. 1 4.2.1) der
Expositionskilvette aus Plexiglas zudosiert. Die Ozonanalyse erfolgte mil einem Ozon-
analysator (CSI3100) UV-photomeirisch bei 250 nm. Simultan wurden Stickoxide (NG,
NO,) luminometrisch (CSI 1600 Mark 3) und Schwefeldioxid fluoreszenzanalytisch (SA 285)
erfaBt. Die fiir die Ozon-Exposition von Keimlingen verwendete Plexiglaskiivette (70 x 110 x
110cm) befand sich in einer klimatisierien Kammer (Volumen 10 m3). Unter Siandard-
bedingungen lag eine Temperatur von 25+ 2°C und eine relative Feuchte von 70-75 % vor.
Das Kitvettenvolumen betrug 0.85 m3, der Luftdurchsatz 60 m3-h~1, bei einer Windgeschwin-
digkeit von 0.05 m-s"! am AuslaBrohr. Durch Leuchtstoffrihren (Philips Warmton TLD 58
W/29, Duro Lite true light 50/3; Lichtintensitit 94 pE-m-2-51}, die an der Decke der Kammer
angebracht waren, wurde eine gleichmiflige Ausleuchtung erziehlt (Langebartels et al. 1991},

Ozonbehandlung von Fichten-Keimlingen

Die Ozonbehandlung der Keimlinge erfolgle in Plexiglaskilvetten (70 x 110 x 110 cm)
innerhalb einer Phytokammer, deren Klimabedingungen (Luftfeuchtigkeit, Temperatur, Tag/
Nacht-Rhythmus, Licht, Luftdurchsatz, Reinigung der Zuluft) jenen der Anzuchtkammer ent-
sprachen (s. I 4.2.1). Vor den Versuchen wurden die Keimlinge jeweils zwei Tage in den Be-
handlungskiivetien akklimatisiert. Mit Hilfe von Ventilatoren wurde eine ausreichende Durch-
mischung der Kilvettenluft erreicht (Abb. 11).

Abb. 11, Fichten-Keimlinge
wiithrend der Ozonbehand-
{fung in einer Plexiglas-Ki-
vette
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Eine Ozonexposition der Keimlinge wurde iiber 25 Tage durchgefiihrit. Dabei wurde
tsglich filr 8 h zwischen 12 und 20 Uhr Ozon in Konzentrationen von 300 nl I! oder 600 al I!
zudosiert. Die Kontrollkeimiinge wurden stindig in Reinluft kultiviers. Die Probenahmen
fanden jeweils nach Beendigung der Ozonbehandlung statt. Wiihrend der Emiten wurden
jeweils 50 Keimlinge aus den Anzuchtschalen entnommen und in Nadelkranz, Hypokotyl und
Waurzel aufgeteilt. Alle Pflanzenteile einer Emite und Behandlungsvariante wurden gesammelt,

gewogen und anschlieBend bei -80°C cingefroren.
8.  Analyse von phenolischen Inhaltsstoffen
81 Exiraktion der Methanol-lislichen InhaltsstofTe aus Suspensionszellen

Etwa 200 mg der tiefgefrorenen Suspensionszellen wurden in einem Mbrser mit 2 ml
Methanol verrieben, in ein 10 ml Reagenzglas diberfihrt und der Morser zweimal mit je 1 ml
Methanol nachgewaschen. Es wurde fiir | h bei Raumtemperatur geriihri und anschlieBend fir
10 min bei 2000 rpm zentrifugient (Swing Out-Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen). Vom Uber-
stand wurden 1.8 ml in cin 2 ml EppendorfgefaB iberfilhrt und zur Trockene eingeengt
{Speedvac-Zentsifuge, Uni Equip, Miinchen). Der Rilckstand wurde in 200 pl 75 % (v/v)
wiBrigem Methanol aufgenommen, unldsliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation
abgetrennt (2 min Tischzentrifuge, Hettich, Tuttlingen) und der klare Uberstand wurde mitiels
HPLC analysiert.

8.2  Analyse Zellwand-gebundener Inhaltsstoffe
8.2.1 Zellwendpriparation
Suspensionszellen

Etwa 400 mg der tiefgefrorenen Zellen wurden mit 1.5 mi Methanol im Morser verrieben
und in ein 2 ml Eppendorf-Gerfa iiberfilhrt. Die Mischung wurde 30 min kriftig durchmischt
{IKA-VIBRAX-VXR, Janke und Kunkel, Staufen) und zentrifugiert (5 min Tischzentrifuge,
Heitich, Tuttlingen). Das Pellet wurde mit jeweils 1.5 mi der folgenden Solventien und
Lésungen gewaschen (15 min Schiittler, 5 min Tischzentrifuge): i) Methanol (dreimal),
i) 1 M NaCl, iii} 1% (w/v) Natriumlaurylsulfat, iv) bidest. Wasser (zweimal), v) Ethanol,
vi) Chloroform/ Methanol (1:1; v/v), vii) tert-Butylmethylether. Das zuletzt erhaliene Pellet
wurde ilber Nacht gefriergetrocknet (LYCOVAC GT 2, Leybold-Hereaus, Kboln). Aus 400 mg
Zellen (Frischgewicht) wurden auf diese Weise 15-25 mg Zellwandmaterial gewonnen.
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Keimlinge

Etwa 200 mg der bei -80°C gelagerien Nadeln oder Hypokotyle wurden unter Kiiblung mit
fliissigem StickstofF in einem mit einer Achatkugel versehenen Teflonbehélter filr eine Minute
homogenisiert {Mikro-Dismembrator II, Braun, Melsungen). Das pulvrige Homogenat wurde
in ein 2 ml Eppendorf-Gefi dberfilhrt und wie oben beschrieben weiter aufgearbeitet. Die
Ausbente an Zellwandmaterial betrug bei einer Einwaage von 200 mg Keimlingsmateriat 30-
35 mg (Nadeln) bzw, 40-50 mg (Hypokolyle).

8.2.2 Alkalische Hydrolyse der Zellwiinde bef 80°C

Etwa 20 mg der wrockenen Zellwindpréiparationen wurden in ein mit Argon befiilltes
1.5 ml Schraubdeckel-EppendorfgefiB eingewogen und unter SauverstoffausschluB mit 400 sl
1 M Natronlauge verselzL Die Mischung wurde filr vier Stunden in cinem Metall-Heizblock
(Liebisch, Bielefeld) anf 80°C erhitzt. AnschlieBend wurden zur Newtralisation 400 pl
1.5 M Ameisensiure zugegeben, die Mischung zentrifugiert (5 min Tischzentrifuge; Hettich,
Tuttlingen) und der Uberstand wurde in ein 1.5 ml Eppendorfgef8 dberfilhrt. Dieser Uber-
stand wurde direkt der HPLC-Analyse zugefilhrt.

8.2.3 Saure Hydrolyse der vorbehandelten Zellwinde bei 100°C

Zur vollstindigen Entfernung restlicher Hydrolysekomponenten wurde das Pellet nach
alkalischer Hydrolyse mit [ ml bidest. Wasser gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Zum Rilckstand wurden 200 pl 6 M HCI gegeben, es wurde gut durchmischt und
fiir 4 h auf 100°C erhilzt. Nach Neutralisation mit 200 ul 6 M NaOH wurde zentrifugiert
(2min Tischzentrifuge wic oben) und der wiBrige Uberstand filr die HPLC-Analyse

entnommen.

83  Extreklion phenolischer Inhalissioffe aus den Medium

Das Medium der Suspensionskulturen (35 ml) wurde direkt nach der Emie von den Zellen
mittels Filtration iiber Nylon-Gewebe (50 pm Maschenéffnung, Seidengazefabrik, Thal,
Schweiz) getrennt. Das komplette Medium eines Kulturkolbens wurde zweimal gegen jeweils
20 ml Ethylacetat extrahiert, die gesammelten organischen Phasen wurden im Vakuum zur
Trockene cingeengt und der Rilckstand in 200 pl Methanol/Wasser (4:1; v/v) aufgenommen.
Vor der HPLC-Analyse wurde fiir 5 min zentrifugiert (15000 rpm, Tischzentrifuge, Hettich,
Tuttlingen).
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8.4  Anpalytik phenolischer Inhalisstoffe miitels Hochleistungsfliissigkeitschromato-

graphie

(High Performance Liquid Chromatography; HPLC)

HPLC-Anlage

Die phenolischen Inhaltsstoffe wurden mit der folgenden HPLC-Anlage (System Gold;

Beckman, Miinchen) analysiert:

Bauteil/Software Hersteller

Analog Interface 406 Beckman, Miinchen, Deutschland
Dioden-Amay-Detektor 168 Beckman, Miinchen, Deutschland
Fluoreszenz-Monitor RF-535 Shimadzu, Kyoto, Japan

HPLC Sample-Injector 231 Gilson, Villiers, Frankreich
HPLC Dilutor Gilson, Villiers, Frankreich

Programmable Detector Module 166
Programmable Solvent Moduiel126
Software System Gold

Beckman, Miinchen, Deutschland
Beckman, Milnchen, Deutschland
Beckman, Miinchen, Deutschland

HPLC-Siule

Silule

Hersteller

ODS Hypersil (5 pm), 4.6 mm x 250 mm

Bischoff, Leonberg, Deutschland

HPLC-Laufmiitel

A.  Wasser/Ammoniumformiat* (98 : 2)

filtriert Uiber Membranfilter HVLP 04700 Millipore, Eschborn, Deutschland
B Methanol/Wasser/Ammoniumformiatldsung* (88 : 7 : 5; v/v/v)
filtriert iiber Membranfilter HYHP 04700 Millipore, Eschborn, Deutschland

* 5 % Ammoniumformiat in Ameisensdure

Laufmiltelgradient

Zur Auftrennung phenolischer Inhaltsstoffe wurden die Laufmitte] A und B in einem
lincaren Gradientenprogramm (FluBrate 1 ml-min-1) verwendet:

Zeit [onin] Lanfmifiel A [%] Lanfmitiel B [%] Dauer [min]
0 100 0 5
5 0 100 40
45 100 0 5
60 Beginn nichster Lauf
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Detektionsmethoden

UV-Absorption bei 280 nm
Fhuoreszenzdetektion {(Anregung bei 300 nm, Emission bei 400 nm)
Dioden-Array-Detektion zwischen 250 und 450 nm

9. Ligninnachweis und -Quantifizierung in Fichten-Suspensionskul-
turen und Keimlingen

9.1 Nachweis als Lignin-Thioglycolsiiure-Derivate

Ewwa 5mg gewaschenes extrazellulires Polymer aus dem Medium der Suspensions-
kulturen (s.II6) bzw. 10-15mg Zellwandmaterial (s.I[8.2.1) wurden in L.5ml
EppendorfgefdBe mit Schraubdeckel eingewogen, Es wurden 1 ml 2MHC] und 0.2 ml
Thioglycolsiure zugegeben und das gut verschlossene GefdB wurde filr vier Stunden bei 95°C
im Metallheizblock (Licbisch, Bielefeld) inkubiert und wihrenddessen gelegentlich mit der
spilzen Seite {iber ein Drahtgitter gezogen, um die Reaklionsmischung zu suspendieren. Nach
dem Abkilhlen wurde 10 min zentrifugiert (Tischzentrifuge, Hettich, Tuttlingen). Der Uber-
stand wurde mit ciner Pasteurpipette abgenommmen und das Pellet dreimal mit je | ml bidest.
Wasser gewaschen. Das nach Zentrifugation wie oben erhaltene Pellet wurde in 0.5 M NaOH
suspendiert und die Mischung ilber Nacht auf einem Schilttler gehalten (IKA-VIBRAX VXR,
Janke und Kunkel, Staufen). Es wurde emeut zentrifugiert, der Uberstand in ein 2 ml
EppendorfgefiB abdekantiert und mit 0.5 mi 0.5 M NaOH nachgewaschen. Die so erhaliene
Losung wurde mit 0.3 ml konz. HC| angesiuert und zum Ausfillen der Lignin-Thio-
glycolsiure-Derivate (LTGA) vier Stunden bei 4°C belassen. Der entstandene Niederschlag
wurde abzentrifugiert (s.0.) und der Uberstand mit einer Pasteurpipette abgesaugt, Das Pellet
wurde in 1 ml 0.5 M NaOH gelsst, die Lésung im Verhiltnis 1 : 40 mit 0.5 M NaOH verdiinnt
und die Absorption bei 280 nm im Photometer (UV-160 A, Shimadzu, Kyolo, Japan) gemes-
sen. Um eine Quantifizierung der gebildeten LTGA zu ermbglichen, wurden verschiedene
Mengen eines Dehydrerungspolymerisates aus Coniferylalkohol (s.I1 13, DHP 1) mit
Thioglycolsture derivaltisiert (Abb. 12).

Ausgehend von der Annahme, daB ein ausschlieBlich aus Coniferylalkohol unter
oxidativen Bedingungen gewonnenes Polymerisat ein .reines” Lignin darstellt, wurde aus der
Absorption der nach Derivatisierung gebildeten LTGA und der Einwaage an DHP eine
FEichgerade erstellt (Abb. 12). Im Ergebnisteil sind demnach die Konzentrationen an Lignin-
artigem Material in Fichten-Suspensionskulturen und Keimlingen in pg Lignin angegeben.
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Extinkiion

Abb. 12, Eichkurve fiir die Quanti-
fizierung von ligninartigem Mate- 0.0 | e
rial. Dazu wurden verschisdene
Mengen eines Dehydrierungspoly- . . . L : .
merisates (s, . 13, Nr, 1) mit Hilfe 0 1 2 3 4 5§
der LTGA-Methode derivatisiert X

und die Absorption der Reaktions- Einwaage DHP [mg]
produkte bei 280 nm im Photometer
gemessen.

92  Nachweis mit Phloroghicinol/HCI

Etwa 5 mg des extrazellularen Polymers bzw. 5-10 mg Zellwinde (Keimlinge) wurden in
200 pl Dimethylsulfoxid so weit als moglich geldst (1 min Uliraschalistab Branson B-12,
Bachofer, Reutlingen). Nach Zentrifugation (5 min Tischzentrifuge) wurden 100l vom
Uberstand abgenommen, mit 100 pl einer ethanolischen Phloroglucinol-Lésung (4 %; wiv)
und 3.5ml rauchender HCl versetzi und vermischt. Filr Vergleichsmessungen wurde
moglichst bald die Extinktion im Photometer bei 555 nm gemessen.

93  Histochemische Nachweise

Lésliche Komponenten von Nadeln und Hypokotylen der Fichten-Keimlinge wurden
durch Einlegen der Priparate fiir jeweils 1h in Ethanol/Wasser-Mischungen (in der
Reihenfolge 10 %, 30 %, 60 %, 80 % und 100 % Ethanol) entfemt. AnschlieBend wurden die
Proben in Historesin (LKB, Bromma, Schweden) eingebettet. Durch Erhitzen auf 40°C
(Thermoschrank, Memmert, Schwabach) wurde das Material auspolymerisiert. Nach 12 h war
dieser Vorgang abgeschlossen. Nun wurden am Mikrotorn (HM 350, Mikrom, Heidelberg)
Querschnitte von 10 pm Dicke erhalten, die auf mit Poly-L-lysin beschichtete Objekttriger
aufgebracht wurden. Dic Priparale wurden dann unter einem Epifluoreszenz-Mikroskep
(Orthophan, Leitz, Wetzlar) uniersucht, Die UV-Autofluoreszenz phenolischer Zellwand-
Polymere wurde 340-380 nm (Filterblock A, Leitz, Wetzlar} angeregt und die Emission bei
430 nm verfolgt. Eine gelbe Autofluoreszenz wurde nach Blaulicht-Anregung (Anregung bei
450-490 nm, Emission bei 515 nm) erhalten. Zum Nachweis von Lignin-artigen Polymeren
wurden die Priparate in eine frisch angesetzie Lsung aus 5 ml Phloroglucinol (4 % in
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Ethanol) und 5 m] 32 % HCI eingeteucht. Lignine entwickeln durch Reaktion mit diesem
Farbreagens cine kirschrote Firbung, die im Durchlicht sichtbar ist. Suberin-artige Polymere
wurden als orangefarbene Zonen nach Inkubation mit ciner Sudan IV-Lésung (2 % in Ethanol)
in der Durchlicht-Mikroskopie nachgewiesen.

10. Charakterisierung des extrazelluliren Polymers

10.1 Thioacidolyse
10.1.1 Thioacidolyse (Schritt 1)

In einen mit 20 ml Dioxan befilllten 100 ml MeBkolben wurden 2.5 ml Bortrifluorid-
Etherat und 10 m! Ethanthiol zugegeben und anschlieBend mit Dioxan auf ein Endvolumen
von 100 ml eingestellt. Das farblose Thioacidolyse-Reagens ist demnach eine Lsung von
0.2 M BF3-Etherat in ¢iner Mischung von Dioxan/EtSH (8.75 : §; v/v). Es wurde direkt nach
detn Zusammengeben der Einzelkomponenten verwendet. Etwa 4-8 mg extrazellulires
Polymer aus Fichten-Suspensionskulturen bzw. 7-15 mg Zellwandmaterial von Fichlen-
Keimlingen wurden in ein 10ml Reagenzglas mit Schraubverschluf und Deckel mit
Teflonbeschichtung (Pyrex, Bender und Hobein, Miinchen) eingewogen. Nach Zugsbe von
5 ml des oben beschricbenen Reagens' wurden die Pyrex-Reagenzgléser gut verschiossen und
im Olbad Fir vier Stunden auf 100°C erhitzt. Tn regelmiBigen Abstinden wurden die
ReaktionsgefiBe aus dem Bad genommen und durchmischt. Die Reaktionsmischung wurde
auf Eis abgekilhit, durch Waschen des GefiBes mit 10-20 ml bidest. Wasser in ein 100 ml
Becherglas iberfihrt und der pH-Wert auf 34 durch Zugabe von 0.4 M Natriom-
hydrogencarbonal-L&sung cingestellt. Nun wurde gegen 30 ml Dichlormethan, worin 0.25 mg
Docosan (CypHag; intemer Standard filr die Gaschromatogrephic) geldst waren, im
Scheidetrichter extrahiert. Die Extraktion wurde dreimal mit 25 ml Dichlormethan wiederholt,
die vereinigten organischen Phasen wurden ilber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum
zur Trockene cingeengt (Rotationsverdampfer, Bilchi, Flawil, Schweiz; Membranpumpe MD
4-C, Vakuubrand, Wertheim). Der Rilckstand wurde in 0.5-1.0ml Dichlormethan
aufgenommen. Etwa 5-10 pl dieser Ldsung wurden in einem Quarzvial mit Teflon-
beschichtetern Deckel (Supelco, Bad Homburg) mit 100 pl Bis{trimeLhylsily])trifluoracetamid
(BSTFA) und 10yl Pyridin silyliert (30-60 min bei Raumiemperatur). Die Analyse der
Thioacidolyseprodukte mitiels einer Kopplung von Gaschromatographie und Massen-
spektrometrie (GC-MS) ist im Abschnitt I1 10.1.3 beschrieben.

10.1.2 Desulfurierung der Thloacldolyseprodukte (Schrilt 2)

Filr die Desulfurierung wurden ca. 300-700 pl der Dichlormethanldsung nach Thio-
acidolyse in ein 20 m) Pyrex-Reagenzglas (Bender und Hobein, Miinchen) tberfihrt, 1-2 ml
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ciner wiBrigen Suspension ven Raney-Nickel (Aldrich, Sicinheim) sowie 5ml Dioxan
zugegeben. Die Mischung wurde fir vier Stunden bei 50°C im Olbad inkubiert, die
Reaktionslisung auf Eis abgekiihlt, der Deckel des Reagenzglases sehr vorsichlig gedffnet
(gebildeter Wasserstoff ritt aus!) und die Losung mit 10-20 ml bidest. Wasser und 10 mi
Dichlormethan in einen Scheidetrichter dberfilhrt. Es wurde dreimal mit je 30 ml Dichlor-
methan extrahiert, die organischen Phasen wurden gesammelt, das Lasungsmittel wurde im
Vakunm verdampft und der Riickstand in 0.2mi Dichlormethan aufgenommen. Die
Silylierung wurde wie oben beschricben durchgefilhrt.

10.1.3 Analyse der Thioacidolyseprodukie mittels Kopplung von Gaschromatographie
und Massenspektrometrie (GC-MS)

GC-System

Von den silylierien Thioacidolyse-Proben wurden 2-8 pl entnommen und in den GC-
Injektor eingespritzt. Die Routine-Untersuchungen zur Quantifizierung der auftretenden
Produkte wurden mit dem folgenden GC-System durchgefiihrt:

Gerit/Baweil Hersteller

Anlage A

Gaschromatograph D 1200 Delsi, Frankreich
Mooving-Needle-Injektor Delsi, Frankreich
FID-Detektor Delsi, Frankreich
Folysiloxan-Kaplillarsiule DB1, 30m x 0.32| Supeico, Belafonte, USA
mm Innendurchmesser, Filmdicke £.25um

Bedingungen

Temperaturprogramm: $0—260°C mit 5°-min !
Carriergas: Helium
EinlaBdruck: 0.5 bar

GC-MS-System

Die Identitit der auftretenden GC-Peaks wurde durch Analyse miltels GC-MS iiberpriift.
Dazu wurde das folgende chromatographische System verwendet:

Gerit/Bauteil Hersteller
Anlage B
Gaschromatograph DI 700 Delsi, Frankreich

Quadrupol-Massenspektrometer R 10-10B Nermag, Frankreich

Polysiloxan-Kapillarsiule DB1, 30m x 0.32|Supelco, Belafonte, USA
mm Innendurchmesser, Filmdicke 0.25 pm
Software Spectral 20 Nermag, Frankreich
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Bedingungen

Temperaturprogramm; 130—260°C mit 5°-min-f

Carriergas: Helium

EinlaBdruck: 0.7-1.0 bar

Tonisierung: Electron Impact bei 70 eV, Ionenqguelle bei 100°C, Interface bei 260°C
Scanning Range: 60-600 a.u.

10.1.4 Zuordnung der gaschromatographischen und massenspektrometrischen Daten
Mechanismus der Thicacldolyse

Die Thioacidolyse ist eine Solvolyse in Dioxan/Ethanthiol (schwaches Nukleophil) und
Borirfluorid-Elherat (harte Lewis-Skure), die zur Depolymerisierung von Lignin fiihrt. Das
Reagens spaltet das Lignin-Polymer selektiv an B-O-4-Bindungen, dem am hiufigsten
vorkom-menden Strukturelement. Die monomeren und dimeren Reakiionsprodukie nach
Thioacidolyse kénnen mittels GC-MS den Bindungstypen im Polymer zugeordnet werden
{Lapierre et al. 1986, Lapierre et al. 1991). Der Mechenismus, durch den die Spaltung der
Arylglycerol-B-O-arylether-Bindung vom Thioacidolyse-Reagens hervorgerufen wird, wurde
von Lapierre et al. (1985) vorgeschlagen, nachdem entsprechende Modellverbindungen einer
Thioacidolyse unterzogen worden waren (Abb. 13).

R H,OH H,OH
Et; OR,
EgO—BF,
- R,OH OR,

OR,
H,O0H H,OH
E «g:m-', SE:
Et,0-BF; 4
or, -ROH OR,
OR, OR,
. Et R, = H, Anyl
Ey,0-BF, SEt R, = H, OCH,
%*_. R, = H, Aryl
. o -
OR, R, = Ary

Exythro / Threo 50 - 50

Abb. 13. Postulierter Mechanismus der Thioacidolyse (nach Lapierre et al. 1985).
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Der erste Schritt der Reaktion ist demnach eine nukleophile Addition von Bertrifluorid an
die Benzylalkohol oder -ether-Bindung des B-C-Atoms der aliphatischen Seitenkette eines
Arylglycerol-Bausteins. Das intermediir entstehende Oxeniumion wird durch das stirkere
Nukleophil Ethanthiol angegriffen, wobei sich eine Thicetherbindung am C-ot ausbildet. Die
Spaltung der 8-O-Arylether-Bindung fithrt unter Einwirkung der benachbarten Thioethyl-
Gruppe zu einem cyclischen Sulfonjum-Intermediat, welches im folgenden durch Ethanthicl
angegriffen wird und in der Ausbildung einer zweiten Thicetherbindung resultiert. Eine dritte
Addition von Ethanthiol ergibt ein Paar von Erythro/Threo-Diastereomeren im Verhiltnis
50:50, unabhéngig von der Stereochemie der ursprilnglichen Struktur.

Charakterisierung der monomeren Thioacidolyse-Produkie

Dic nach Thioacidolyse von Lignin-artigen Polymeren aus Fichten-Suspensionskulturen
und Keimlingen erhaltenen GC-Chromatogramme wiesen 10 Haupt-Peaks auf, die beispiel-
haft in einemn Chromatogramm einer Probe des extrazellulédren Polymers aus den Zellkulturen
im Vergleich mit Lignin aus Fichtenholz markiert sind (Abb. 14).

Detektorsignal [relative Einheiten]
1 5 10
1.0 1 A
0.5 1 ) .
2 4 &
51 7.9

0.0 dean MLL “.r m h.M & Nl 1

1.0 1 B
Abb. 14. Gaschromato-
gramm der silylierten
Produkte einer Thicaci-
dolyse des extrazel-
luliiren Polymers aus 0.5
Fichten-Suspensions-
kulturen (A) und Lignin
aus Fichtenholz (B). Die
Zuordnung der nume- -J | ] I l
rierten Peaks ist in 0.0 - l‘L----»
Tab. 5 zu finden. Der { T T T T
interne Standard (S) ist 10 20 3 40
Docosan (Cy:H ). Retentionszeit [min]
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Die massenspektrometrischen Daten der GC-Peaks und dercn Zuordoung zu den
entsprechenden Thioacidolyseprodukten sind in Tab. 5 zu finden.

Tab. 5. Massenspekirometrische Charakterisierung monomerer Thioacidolyseprodukte (Ver-
wendete Abkiirzungen: M/z, Masse/Ladungs-Verhdilmis; rel. In,, relative Intensitdt des Frag-
menis; M+, Molekillpeak; TMS, Trimethylsilyl-Gruppe)

GC-Peak Produkt ' M/z |rel.Int. | Zuordnung der Fragmente
. [%]
1 210 | 20 M* (Molpeak)
i 149 25 M+ - [SE{]
nst_‘ 135 | 100 M* - (CH,SEt)
N 89 50 M* - [2 x (SE)]
75 25 (CH,SEf*
61 35 [SEL+
Spaltprodukt aus aliphatischer
Seilenkette
2 + 326 40 M* (Molpeak)
| 1 | 20 M+ - [CHa)
236 | 20 M#* - [TMS-OH)
209 20 [G-CHy1*
206 100
179 20
o3 148 10
aus Dihydroconiferylalkohol- 73 100 [TMS]*
Endgruppen
3 284 5 M+ (Molpeak)

+
na_m | 135 | 100 [CH(SEt),)*
101 | 20
B3 75 | 90

Spaltprodukt aus aliphatischer

Seitenketie
4 + 296 25 M+ (Molpeak)
_\ 235 100 M+ - [TMS-OH]
~ 204 40
131 85
103 30
7 B85 {TMS]*
o
aus Coniferylalkohol-
Endgruppen
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Fortsetzung I von Tab. 5.
GC-Peak Produkt Mz |[rel.Int.| Zuordnung der Fragmente
[%]
5 + 344 5 MT (Molpeak)
—I 283 100 M+ - [CH,SE1]
aEs 222 5 Mt - [2x (SED]
209 | 25 M+ - [CH(SEt);)
192 10
OMe 179 10
oy 149 10
aus 8-O-4-Bindungen von 135 100 [CH(SEt);1*
Guajacyleinheiten 73 50 [TMS]T
6 358 5 M+ (Molpeak)
B3 —l + 297 20 M+ - [SEt]
R 235 15
75 100 [CH,SE1]*
73 20 [TMS]*
OTMs
aus cis-Coniferylalkohol-
Endgruppen
7 + 358 5 M+ (Molpeak)
. “‘-“‘_| 297 7 M+ - [SEt]
d 235 7
209 2
75 100 {CH,SEq+
73 75 [TMS]+
omus
aus Lrans-Coniferylalkohol-
Endgruppen
8 . 388 2 M+ Molpeak)
s “""‘_I 239 100 M+ - [TMS-OH] - [SEt]
75 45 {CH,SEqt
73 40 [TMS]*
OTHS
aus B-O-4-Bindungen von
p-Hydroxyphenyleinheiten
9 418 3 M+ (Molpeak)
s "‘I + 295 5
s 269 | 100 M+ - [CHyCH(SED);]
135 45 [CH(SEt),]*
73 45 [T™MS]+

aMe
OTMS

aus Coniferylaldehyd-
Endgruppen
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Fortsetzung II von Tab 5.

GC-Peak Produkt M/z | rel. Int. | Zuvordnung der Fragmente
[%]
10 + 418 1 M+ (Molpeak)
as —l 403 2 Mt - [CH;3]
B 269 100 M+ - [CH{SEt)CH;SEt)
75 25 [CH,SEq*
73 25 M+ - [CH3)
Obde
ono
aus B-O-4-Bindungen von
Guajacyleinheiten

Vor der Analyse dimerer Thioacidolyseprodukte wurde die Reaktionsmischung mit Raney-
Nickel desulfuciert. Dadurch verringern sich die Molekulargewichte der Produkte erheblich
und die Interpretation der GC-Chromatogramme wird durch den Verlust der Chiralitiit an den
C-Atomen der aliphatischen Seilenkette erleichtert. Ein Beispicl-Chromatogramm von
silylierten Thioacidolyse-Dimeren ist in Abb. 15 gezeigt. Die Zuordnung der Pesks zu den
strukturellen Ligninbausteinen ist Tab. 6 zu entnehmen.

Detektorsignal [relative Einheiten)

B 1.0
S
13 s
0.5 1 17 21
12 (14 19

0.0 J L L n L o LU.L,JL_”\/\J'\

¥

20

A 04 -

T T T
30 40 50

T
0 10

Abb. 15. Gaschromatogramm der  silylierten  Produkte einer Thioacidolyse  mit
nachfolgender Desulfurierung  von (A) extrazellulirem  Polymer aus F ichten-
Suspensionskulturen und (B) Lignin aus Fichtenholz. Die Zuordnung der numerierten Peaks
ist in Tab. 6 zu finden. Der interne Standard (S) ist Docosan (CyH ).
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Tab. 6.

47

Massenspektromeirische Charakierisierung dimerer Thioacidolyseprodukte nach
Desulfurierung (Verwendere Abkiirzungen siehe Tab. 5).

GC-Peak Produkt Miz |rel. Int.| Zuordnung der Fragmente
[%]
11 444 33 Mt (Molpeak)
429 9 M+ - [CH;]
415 12 M+ - [CH,CH;]
147 7 | M* - [CoH 0 (Aryl 2))
GG - [TMS]
L3 73 100 [TMS]+
OTMS OTMS
5.5-Diaryl (H-G)-Dimer
12 460 46 M* (Molpeak)
445 | 17 M+ - [CH]
430 | 9 M+ - [CH,CH;]
178 6 |M*-[C oH,30; (Ary]2)] -
O O [OCH;]- [TMS] - [CH;]
- o 73 | 100 [TMS]+
OTMS  OTMS
5-5-Diaryl (G-G)-Dimer
13 474 | 36 M+ (Molpeak)
459 10 M+ - [CH3l
444 | s M+ - [CH,CHj]
178 4 Mt - [CpH 10 (Ary1 2)] -
O O [OCHﬂ-[TMS]-E(-:HzCH;]
e oMe 73 100 [TMS]
OTMS  OTMS
5-5-Diaryl {G-G)-Dimer
14 402 100 M+ (Molpeak}
387 42 Mt- [CHj]
373 | 31 M+ - [CH,CHa]
343 | 10 M+ - [2 x (CH,CH3))
209 9 Mt - [CgH 10 (Ary] 2)]
MeO o . [é[gzgﬂql
179 13 M+ - [CyH 304{Ary! 2)]
OTMS  OMe - [OCH;) - [CH;CH;y)
157 36
4-0-5-Diarylether (G-G)-Dimer 73 79 [TMS]+
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Fortsetzung I von Tab. 6.

GC-Peak| Produkt Mz |rel.Int.| Zuordnung der Fragmente
' " [%]
15 OTMS 418 12 M+ (Molpeak)
@, OMe 200 | 100 | M*-[CRHRO, (Aryl2)]
- [TMS
179 9 M+ - [CrHzO(Aryl 2)]
- (OCH51 - [TMS]
73 62 (TMST*
OMe
OTMS
8- 1-Diarylpropan (G-G)-Dimer
16 442 g4 M+ (Molpeak)
385 15 | M*-[CHyCHa]-[CH3l
B O. 355 | 19 | M*-[CH;CH,] - [CHs]
TMSO - [OCH3]
198 i1
O 170 18
73 100 [TMS]+
OTMS
B-B-Pinoresinol (H-G)-Dimer
17 460 25 M* (Molpeak)
\/\Q: GIMC 251 11 M - [CaHy0; (Aryl 1))
- [TM5]
DI 209 | 100 | M*-[CoH{ O (AryYI2)]
- [TMS]
179 11 M* - [CqH}, 0, (Aryl 2] -
[OCH;]-[TMS]-[CH,CH;)
(@5 73 82 [TMST+
OTMS
B-5-Phenylcumaran (G-G)-Dimer
18 458 65 M+ (Molpeak)
428 9 M* - {OCHa]
o 385 29 M* - [CH,CH,CH;)
20 1008
TMSO ? 262 16
O 209 40 M- [CH 30, (Aryl 2
+ Seitenkette)] - [TMS]-
ElE 179 | 44 | Mt-IC)H;0; A2+
OTMS Seitenkette)]-[TMS]-[OCHS)
73 100 [TMS]*
B-B-Pinoresinol (G-G)-Dimer
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Forisetzung If von Tab. 6
GC-Peak Produkt Mz |rel. Int.| Zuordrung der Fragmente
1 [%]
19 OTMS 520 8 M+ (Molpeak)
OMe 3 63 Mt - [CzHgO, (Aryl 1)]
[ - [TMS]
= 209 18 M* - [CyHgOs (Aryl 2)]
- [TMS]
CH,OTMS 179 | 8 M* - [CoHoO (Aryl 2)]
- [TMS] - [GCH;]
OMe 149 9 Mt - [CyHo0, (AryL1)]
- [TMS] - [GCH;]
OTMS 73 | 100 (TMS]*
B-1-Diarylpropan (G-G)-Dimer
20 472 65 M+ (Molpeak)
385 34 M+ - [(CH3);CHCH,]
O 6 OS]
27 8
T™S
© 178 15 M*- [C|2H1402 (Ar}’] 2+
O Seitenkette)] [TMS}-{OCH;]
OMc 73 100 [TMS]*
OTMSs
B-B-Pinoresinol (G-G)-Dimer
21 562 | 12 M+ (Molpeak)
352 5 MY - [CaHgO5 (Aryl 13]
- [TMS]
OMe 263 5 M - [CgHoO; (Aryl 1]
- [TM5] - [TMS-0H]
S 209 29 | Mt-[CoH 0, (Aryl D)) -
CH,0TMS [OCH;]-[TMS]-[CH-CH;]
191 29 M+ - [CgHgO; (Aryl 1]
- [2 x TMS]
OMe 179 6 M* . [Cy H, 504 (Ary1 2 +
OTMS Seitenkette}}- (2 x TMS|-[OCH,]
149 5 M* - [Coll; O (Arvl T +
Seitenkette)} - [2 x TMS]
f-5-Phenylcumaran (G-G)-Dimer 73 100 [TMS]+
22 483 | 14 M* (Moipeak)
458 5 M+ - [OCH3]
i 398 | 57 M* - [TMS-OH])
O 368 9 M* - [OCH,4] - [TMS-0H]
209 7 M+'[C|]H|302 (Aryl2 +
o} Seitenkette)] - [TMS]
A CH,OTMS 73 | 100 {TMS*
OMz
OTMS
B-5-Diaryl (H-G)-Dimer
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Forisetzung IT vor Tab. 6.

GC-Peak Produkt M/z |rel Int.| Zoordnung der Fragmente
[%]
23 560 12 M+ (Molpeak)
470 9 Mt - [TMS-OH]
MeQ CH,OTMS 439 | 45 M+ - [CH0, (Aryl 1)]
e ]
T™MS0 209 8 M+ e [C”_HMO; (AI’)"I 2+
O Seilenkettc)] - [2 x TMS}
~ OMe 179 7 M*- [C;H 40; (Aryl 2+
Sentenkatte)]-[2 x TMS]-[OCH,]
OTME 73 100 [TMS]+

B-B-Pinoresinol {(G-G)-Dimer

10.2 Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

Fiir die NMR-Spektroskopie wurden die freien Hydroxylgruppen der Proben acetyliert.
Dazu wurden 50-150 mg des extrazelluliren Polymers aus Fichten-Suspensionskulturen bzw.
Milled Wood Lignin in einer Mischung von jeweils 2 ml Tewahydrofuran, Essigsiureanhydrid
und Pyridin suspendiert. Es wurde fiir 24 h unter LichtausschluB bei 23°C gerilhrt, 10 ml
FEthanol wurden zugegeben und die Lisungsmittel im Vakuum entfernt, Nach viermaliger
Zugabe von Ethanol und anschlieBender Evakuierung wurde das Produkt im evakuierten
Exsikkator ilber Natriumsulfat getrocknet. Fiir die NMR-Spektroskopie wurde der Riickstand
cinen Tag bei 30°C in 1.5ml dg-Dimethylsulfoxid gerihrt, die Mischung zentrifugiert
(15 min, Swing Out-Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen} und der Uberstand in ein NMR-Ré6hrchen
ilberfiihrt (Lislichkeit des Polymers in Dimethylsulfoxid ca. 23 % laut LTGA-Methode;
s. [0 1.2.1). Simtliche 'H-NMR-Spektren wurden bei 303 K mit ¢inem AC 400-Spekirometer
der Firma Bruker (Karlsruhe) mit Methanol (3.30 ppm) als intemer Referenz aufgenommen
(Details s. IT §5.4.2).

10.3 Fourier-Transformations-Infraroei-Spektroskopie (FT-IR)

Von den polymeren Proben wurde eine im Achatmérser gut homogenisierte Mischung mit
Kaliumbromid (10 % Probenanteil; w/w) bei 10 atm zu cinem Pellet gepreft. Die Spekiren
wurden im Bereich zwischen 370 und 4000 cm-! mit einem FT-IR-Spektrometer (System
2000, Perkin-Elmer, Beaconsfield, GroBbritannien) nach Nullabgleich gegen Luft aufge-

nominen.

10.4 Elementaranalyse

Zur Elementaranalyse, die freundlicherweise von Dr. H. Lerche und S. Fritsch (Institut fiir
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Pharmazie und Lzbensmittelchemie der Univeritdt Miinchen) durchgefilhrt wurde, wurden
2-10mg des trockenen ligninartiges Material eingewogen und in einem CHN-O-Rapid-
Analysator (Heraeus, Hanau) unter kontrollierten Bedingungen verbrannt. Der Sauer-
stoffgehalt wurde durch Differenzbildung aus der Kohlenstoff-, Wasserstoff und Stickstoff-

Analyse ermittelt.

10.5 Zuckeranalyse
Anthron-Methode zur Neutralzuckerbestimmung
(veréindert nach Ayers et al. 1976)

Etwa 10 mg des ligninartigen Polymers wurden in ein 10 ml Regenzglas eingewogen und
mit einer frisch angesetzten Mischung von 750 ul 16 M Schwefelsdure und 6 ml bidest.
Wasser verserzt. Die Mischung wurde fiir 5 min auf 90°C erwirmt und 1 ml davon in ein
10 ml Reagenzglas mit Schraubdeckel (Pyrex, Bender und Hobein, Milnchen) dberfiihrt. Dann
wurden 5 ml Anthronreagens (50 mg Anthron (Merck, Darmstadt) und 1 g Thiohamnstoff in
100 ml 13 M Schwefelsiure) zugegeben. Nach Verschliefen des Reakrionsgefies wurde im
Wasserbad filr 15 min auf 95°C erhitzt, 15 min auf Eis abgekiihlt, die Mischung zentrifugiert
(5 min Tischzentrifuge, Heltich, Tutilingen) und dic Absorption des Uberstands bei 620 nom
gemessen. Mit verschiedenen Glucosekonzentrationen wurde eine Eichgerade erstellt (Abb.
16). Der Zuockergehalt einer Probe wurde demnach in eine Glucosedquivalentkonzentration

umgerechnet.
T T T
06 E
]
2 041 |
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Hopzf 1
0.0
L 13 1 I
Abb. 16. Eichkurve fiir die Quanti-
fizierung von Neutralzuckern, Dazu 0.0 L H0 15
wurden verschiedene Mengen Glucose Einwaage Glucose [mg]
der Anthron-Methode unterzogen nnd
die Absorption der Reaktionsprodukte
bei 620 nm im Phorometer gemessen.
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Uronsiurebestimmung
(vertindert nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen 1973)

Etwa 5 mg extrazellultres Polymer wurden in 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefiBen unter
Eiskilhlung mit 200pl bidest. Wasser und 1.2ml einer 12.5mM Lgsung von
Natriumtetraborat (Fluka, Neu-Ulm) in konz. Schwefelsiure {(jeweils frisch angesetzt}
versetzt, gut durchmischt und filr 5 min im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Eis und Zugabe von 20 pl einer 0.5 Foigen (wiv) Natrjumhyroxidltisung wurde 5 min
zentrifugiert (Tischzentrifuge, Hettich, Tutilingen) und die Exlinkiion des Uberstands bei
520 nm gegen einen Leerwert bestimmt (Agzp 1). Die Proben wurden dann mit 20 pl einer
frisch bereiteten Losung von 0.15 % (w/v) 3-Hydroxybipheayl {Fluka, New-Ulm} in 0.5 %
(w/v) Natriumhyroxid versetzt und 5 min geschtit-telt (IKA-VIBRAX-VXR, Janke und
Kunkel, Staufen). Dann wurde nochmals die Extinktion der Mischung bei 520 nm gemessen
{Asz 2). Die Differenz der beiden Messungen (Aszo 2 — Agzg 13 bildete den MeBwert, der mil
den Werten einer Eichkurve von Galaciuronsiure (Abb. 17) verglichen wurde.

T T T T T
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A oz} ,
Abb. 17. Eichkurve fiir die Quanti- 00 | |
fizierung von Uronsduren. Dazu
wurden verschiedene Mengen - : ‘ : : L
Galacturonséure der Bestimmungs- 0 10 20 30 40 S0
methods nach Blumenkrantz und Einwasge Galacturonsiure
Asboe-Hansen unterzogen und die [ue]
Absarption der Reaktionsprodukte bei
520 nm im Phatometer gemessen.

Analyse der Monosaccharidzusammensetzung
(nagh Fengel und Wegener 1579)
Etwa 10mg ligninartiges Polymer wurden in einem 350 ml Rundkolben mit 8 ml

Trifiuoressigsiure (TFA) versetzt und filr 1 min mit einem Ultraschallstab behandelt (Branson
B-12, Bachofer, Reutlingen). Dic Suspension wurde nach VerschlieBen des Kolbens mit
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einem Schliffstopfen iiber Nacht gequollen. Die Mischung wurde im Silicon6lbad filr 55 main
auf 125°C erhitzt und auf Eis abgekilhlt. Die TFA wurde durch Zugabe von 1.5 ml bidest.
Wasser auf 85 % verdiinnt und filr weitere 15 min auf 125°C erwirmt. AnschlieBend wurden
14.5 ml bidest. Wasser zugegeben, wodurch die TFA auf 30 % verdinnt wurde. Dann wurde
die Mischung zwei Stunden auf 125°C erhitzt. Die TFA wurde im Vakuum am
Rotationsverdampfer (Bilchi, Flawil, Schweiz) entfernt und der Rilckstand zweimal mit 10 ml
Wasser nachgewaschen. Die Probe wurde iiber Nacht gefriergetrocknet (LYCOVAC GT 2,
Leybold-Heraeus, Kéln). Die Monosaccharid-Zusammenseizung wurde durch eine automa-
tische Zuckeranalyse (Zuckeranalysator LC 2000, Biotronik, Hamburg) im Labor von Prof.
Fengel (Institue fiir Holzforschung der Universitit Milnchen) ermittelt.

10.6 Aminosiiureanalyse

{nach Eulitz et al. 1991)

Dic Aminosiiureanalyse des extrazelluldren ligninartigen Polymers wurde von Dr. M.
Eulitz (Institut fiir Klinische Molekularbiologie der GSF) durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 5 mg
des Polymers in verschraubbaren und zuvor evakuierien GlasgefiBen fiir 24 h bei 105°C in
permanent siedender 6 M Salzsiure hydrolysiert. Das Losungsmittel wurde anschliefend im
Vakuum eni-femt. Das verbleibende Hydrolysat wurde in einer 1 mM Lisung von EDTA in
0.1 M Kalium-phosphat geldst und derivatisiert (EBI 420 A Derivatizer, Applied Biosystems,
Weiterstadt). Die dabei entsichenden Phenylthiocarbamoyl-Derivate der Aminosuren wurden
mittels Hochdruck-Flilssigkeitschromatographie getrennt und bei 280 nm detektiert. Unter den
gewihlten hydrolytischen Bedingungen wurden Tryptophan, Cystein und Methionin zerstort.

10.7 Gelpermeationschromatographie
{High Performance Size Exclusion Chromatography; HPSEC)

Etwa 1-5 mg der polymeren Proben wurden in 1 ml 0.1 M NaOH (wiBriges Laufmittel-
systen) bzw. in 1 ml 0.1 M LiCl in Dimethylformamid (organisches Laufmittelsystem)
suspendiert und bei 23°C iiber Nacht gerithrt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (2000 rpm,
15 min, Swing Qut-Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen) und 10-100 1! vom Uberstand auf die
Probeschleife der HPSEC-Anlage injiziert.
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Log (Molelulargewicht)
N

Abb. 18. Eichkirve zur Bestimmung
der Molekulargewichisverteilung . . i . i
von Polymeren mitiels HPSEC im
wiifirigen Laufmintelsystem
{(Mittefwert aus drei Messungen Retentionszeit [min]
+ SA). Standards: Natriumpoly-
styrolsulfonat.
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Abb. I9. Eichkurve zur Bestimmung . L .

der Molekulargewichtsverteilung 10 12 1‘4 16 18 20 22 24

von Polymeren mittels HPSEC im
organischen Layfmittelsystem Relentionszeit [min]
{Mittelwert aus drei Messungen
+ SA). Standards: Polystyrol.

11. Analyse des Peroxidase-Isoenzymmusters
11.1 Proteinextrakilon

Proteine wurden aus dem Medium der Suspensionskulturen, den mit CaCly-gewaschenen
Zellen (ionisch-gebundene Enzyme) und dem Zellrest (zellulire Enzyme) extrahiert, Die
Aufarbeitung wurde entsprechend folgender Quellen adaptiert: Bruce und West (1989,
Graham und Graham (1991), McDougall {1991) und Fry (1988). Dabei wurde nach dem in
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Abb, 20 gezeigten Aufarbeitungsschema verfahren. Filr die Enzymextraktionen wurden die
folgenden Pufferlgsungen verwendet:

Pufferlésungen

POD-Waschpuffer
50 mM Essipsiure, 100 mM CaCly, mit 1 M NaOH auf pH 5.5 eingestellt

POD-Aufschlufpuffer
100 mM TRIS, 100 mM MES, 50 mM CaCl9, mit 1 M HCI auf pH 7 eingestellt

POD-Fuffer
25 mM Essigsiure, 50 mM CaCly, mit 1 M NaOH auf pH 5.5 eingestellt

Zellen und Medium der Fichten-Suspensionskulturen wurden durch Filtration iiber
Filterpapier (Schieicher und Schilll, Dassel) voneinander getrennt. Das Filirat (1) wurde zum
Entsalzen in 2 ml Portionen auf PD-10-Siulen (Pharmacia, Freiburg) aufgegeben und mit
jeweils 3.5 ml POD-Puffer eluiert. Das Eluat wurde in kleinere Volumina portioniert und nach
Kiihlung in Riissigem Stickstoff bei -80°C bis zur weiteren Analyse gelagert (extrazellulire
PODs). Die PD-10-54ulen wurden nach jedem Lauf mit dem 10-fachen Sédunlenvolumen
gespiilt. Der nach Filtration erhaltene Zelflrest (1) wurde in POD-Waschpuffer gegeben (3 ml
pro g Frischgewicht des Zellmaterials) und 10 min bei 23°C gerilhrt.

Nach Filtration wie oben angegeben wurde das Filtral {2) iiber PD-10-Sdulen entsalzt
(s.0.), im Eluat die jomisch an die Zellwand gebundenen PODs erhalten und nach
Vorbehandlung (s.0.) bei -B0°C gelagert. Der Zelirilckstand (2) wurde in POD-AufschluB-
puffer (3 ml pro g Frischgewicht) mit Hilfe eines Ultraschalistabs (Bachofer, Reutlingen)
unter Eiskilhlung suspendiert. Die Mischung wurde filr 10 min bei 23°C gerilhrt, dann wurden
1.8 ml der Zell-Suspension mit Hilfe ciner am unteren Ende abgeschnittenen Pipette in &in
2 ml Eppendorf-GefiB iberfiihrt und 10 min bei 15000 rpm zentrifugient (Tischzentrifuge,
Hettich, Tuttlingen).

Der Uberstand (3) wurde wie o.a. ilber PD-10-Stulen entsalzt. Mit dem Eluat wurden
zellulire PODs gewonnen und wie 0.a. vorbchandelt und gelagert. Zur Extraktion der
kovalent an die Zellwand gebundenen PODs wurde der Zellrest (3) einem enzymatischen
Zellwand-Verdan in 2 ml einer Lésung von Cellulase (500 U) und Pectinase (500U in
Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 6.5) unterzogen (18 h bei 30°C).

AnschlieBend wurde zentrifugiert (5.0.) und das Filtrat (4) entsalzt (s.0.). Das Eluat der
PD-10-Saulen (kovalent-gebundene PODs) wurde portioniert, in flilssigem Stickstoff schock-
gefroren und bei -80°C bis zur weiteren Analyse gelagert.
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SUSPENSIONSKULTUR
Filttion
FILTRAT (1) ZELLREST (1}
Extraktion ionisch-geburdomer PODs
FPD-10-Stule
(Elution mit POD-Pulfz) (POD-Waschpuffer)
Fiitration
| extrazcllulire PODs
FILTRAT {2} ZELLREST (2)
PD-10-Suule Extraktion zellulirer PODs
(Elution mit POD-Pulfer) {(POD-AufschiuBpuTer}
Zentrilngation

ionisch-gebundene PODs. W

FILTRAT () ZRLLREST (3)
PD-10-§8ulc Extraktion kovalent-
z A gebundener PODa:
(Elvtion mit POD-Puller) Ceeliuiaas, Pektinasz)
Zentrifugation

zellufiire PODx

FILTRAT (4) ZELLREST (4)
PD-10-SHule
(Etution mit POD-PufTer)
kovalent-gebundene PODs

Abb. 20. Schema zur Extraktion ven Enzymen aus Fichten-Suspensionskulturen.

11.2 Native Polyacrylamidgelelekirophorese (PAGE)

11.2.1 Gelapparatur

Zur Trennung von Peroxidase-Isoenzymen mittels PAGE wurde eine Gelapparatur der
Firma Biometra (Gottingen) verwendet. Das Sammelgel hatte eine Lange von 2 cm, das
Trenngel von 6 cm. Die Gele hatten eine Dicke von 1 mm.
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11.2.2 Gelzusammensetzung
Anodische PAGE (nach Davis 1964; Trennung bei pH 8.3)
Gelart Lisung Menge [ul]
Sammeigel (3.75 %) Acrylamid/Bisacrylamid 30 : 0.8 412
(filr eine Gelkassette)  }0.5 M Tris (pH 6.8) 625
bidest, Wasser 1500
TEMED 3
10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 25
Trenngel (7.5 %) Acrylamid/Bisacrylamid 30 : 0.8 2250
(filr eine Gelkassette) 0.5 M Tris (pH 6.8) 3375
bidest. Wasser 3840
50 % (v/v) Glycerin 225
TEMED 15
10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 45
Elektrodenpuffer 3 g Tris
14.4 g Glycin
bidest. Wasser auffiillen auf 1000 ml
Probenpuffer Glycerin 5ml
Elektrodenpuffer (s.0.) 2ml
5 % (w/v) Bromphenolblau 200 pl
Kathodische PAGE (nach Reisfeld et al. 1962; Trennung bei pH 3.8)
Gelart Lisung Menge [ul]
Sammezlgel (3.75 o) Acrylamid/Bisacrylamid 30 : 0.8 750
(fiir eine Gelkasseite) {1 M KOH 180
100 % Essigsdure 20
TEMED 5
1.4 % (wiv) Ammoniumperoxodisulfat 250
bidest. Wasser 1700
Trenngel (7.5 %) Acrylamid/Bisacrylamid 30:0.8 2500
(fiir eine Gelkassette) | 1M KOH 600
100 % Essigsiure 200
TEMED 10
1.4 % (w/¥) Ammoniumperoxodisulfat 1000
bidest. Wasser 3500
Elektrodenpuffer 100 % Essigsdure 0.7 m)
B-Alanin 3izg
bidest. Wasser auffiillen auf 1000 ml
pH-Wert mit Eisessig avuf 4.5 einstellen
Probenpuffer Glycerin 5ml
Elekwrodenpuffer (s.0.) 2 ml
5 % (wiv) Methylgriin 200 pl
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11.2.3 Auftrennung der Isoenzyme

Von den Proteinextrakten (siche I 11.1) wurde ein Volumen entsprechend einer
Proteinmenge von 25 yg {Bestimmung der Proteinmenge siche IT 14.1) in ein Eppendorf-
Reaktionsgefi8 (Uberfihrt und mit Y, dieses Volumens Probenpuffer versetzt. Die erhallenc
Mischung wurde quantitativ in die Geltaschen (Volumen der Geltaschen 25 pl) iiberfilhri. Die
Anftrennung der Peroxidase-Isoenzyme erfolgle unter den folgenden Bedingungen:

Anionische PAGE Kationische PAGE
Stromstirke [mA] 20 20
Spannung [V] 100 150
Temperatur 10°C 19°C

Die Elekirophorese wurde im allgemeinen 30 min nachdem der jeweilige Markerfarbstoff
aus dem Gel cluiert war, gestoppt.

11.3 Bestimmung des Isoelektrischen Punktes

Zur Trennung der Peroxidase-Isoenzyme mittels IEF-Gelelektrophorese wurde das Phast-
System" der Firma Pharmacia (Freiburg) verwendet. Dazu wurden 4 pl der Enzymextrakie
{s. I 11.1) iiber einen Probenkamm auf [EF-Fertiggele (Bestellnummer 17-0543-01; Pharma-
cia, Freiburg) aufgetragen und die Elektrophorese nach Angaben des Herstellers durchgefithrl.

Firbung

Dic Gele wurden mit bidest. Wasser gewaschen, Banden mit Peroxidase-Aktivitit durch
eine Farbreaktion (s. Il 11.4) sichtbar gemacht und die Gele anschlieBend in 20 % (v/v)
Glycerin gelegt. Zum Trocknen wurden die Gele in eine Lage Einmachfolie (Melitia, Minden)
eingewickelt und im Dunklen an der Luft getrocknet. Einc Quantifizierung der Aktivitit
erfolgte nicht. Als Marker Rir den Isoelektrischen Punkt dients eine Proteinmischung
(Katalog-Nr. 161-0310, Bio-Rad Miinchen). Die Gelbanden der Markerproteine wurden durch
eine Silberfirbung (verindert nach Blum et al. 1987) brinnlich angefirbt. Dazu wurde nach
dem in Tab. 7 beschricbenen Procedere verfahren. Zwischen den einzelnen Inkubations-
schritten wurden die Gele jeweils mit bidest. Wasser grindlich gewaschen.
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Tab. 7. Anfiirbung von Proteinen mittels Silberfirbung (verindert nach Blum er al. 1987).

Firbungsschritt | Inkubationsldsuag Inkubationszeit [min]
1 20 % Trichioressigsdure i0
2 10 % Essigsiure + 50 % Methanol 60
3 30 o Ethanol 30
4 0.02 % Natriumthiosulfat 1
5 0.2 % Silbernitrat + 0.015 % Formaldehyd 20
[ 6 % Naltdumcarbonat + 0.05 % Formaldehyd +|je nach Intensitat der
2 % Natriumthiosulfatl§sung (siehe Nr. 4} Banden
7 18 9% Essigsdure + 50 % Methanol 5-10
3 20 % Glycerin 12 Stunden

11.4 Quantitativer Nachweis der Peroxidase-Aktivitit im Gel

Die POD-Isoenzyme wurden im Gel ilber ihre enzymatische Aktivitit angefarbt. Das
polymere Produkt der Reaktion Firbt das Gel an Stellen mit POD-AKtivitt braunlich. Die
Intensitiit der Firbung mit Benzidin/Guajacol (Schrauwen 1966) ist proportional zur Enzym-
aktivitit,

Benzidin/Guajacol-Fiirbung
0.2 M Narrivmacetat-Losung 40 ml
5 mM Mangansulfar-Lésung 4 ml
0.35 % (v/v} Wasserstoffperoxid-Losung 4 ml
Benzidin/Guajacol-Losung 16 ml
20 mg Benzidin
10 ml 10% (v/v) Essigsture
54 pl Guajacol

Benzidin wurde wegen der schlechten Lgslichkeit 15 min vor dem Zusammengeben
simtlicher Losungen des Firbereagens' zor 10 %igen Essigsiure gegeben. Dic einzelnen
Stammltsungen wurden maximal zwei Monate bei 4°C gelagert. Fiir die Farbung wurde das
Firbereagens siets frisch angesetzt. Die Gele wurden 30 min inkubiert, die Firbereaktion
wurde durch Eintauchen der Gele fir 1 h in 2% (v/v) Essigsdure gestoppt und die Gele
wurden 16 h in 10 % (viv) Glycerin stehengelassen. Die Gele wurden im feuchten Zustand
blasenfrei in Einmachfolie (Melitta, Minden) eingewickelt und auf dem Gelwrockner filr 2h
getrocknet. Die Quantifizierung der Aktiviit der Peroxidase-Isoenzyme erfolgte durch
Messung der Transmission der enisprechenden Gelbanden bei 420 nm mit Hilfe eines
Desitometers (CD 60, Desaga, Heidelberg).
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12. Inhibition von Peroxidasen und Laccasen in Fichten-Suspensions-
kulturen

Zur Inhibition von Peroxidasen der Fichten-Suspensionskulturen wurden zwei
verschiedene Konzenlrationen (0.005 M und 0.01 M) n-Propylgallat (Sigma, Deisenhofen)
eingeseizt. Laccasen wurde mittels Zugabe von 0.005M und 0.01M Diethyldithio-
carbaminsiure (Sigma, Deisenhofen) inhibiert. Die Zugabe der Inhibitoren erfolgte als
konzentrierte Losung in Methanol (200 mg pro 500 pl).

13. Invitro-Synthese von Ligninen (Dehydrierungspolymerisate; DHPs)

Filr die in vitro-Polymerisation von Hydroxyzimtalkoholen (DHP-Synthese) wurde die in
Abb. 21 gezeigte Versuchsanordnung verwendet.

3
o
1

i

O
€%
000

Peristaltische Pumpe

Reaktionskolben

Abb. 21. Versuchsanordung zur DHP-Synthese.

Simtliche Synthesen wurden in 0.1 M Natriumphosphatpuffer (Sauerstoff-frei; pH 6.5) bei
Raumtemperalur durchgefilhrt und, mit Ausnahme der DHPs 2, 4 und 6 (5. Tab. 8}, unter
Stickstoff-Atmosphire. Die Zutropfgeschwindigkeit betrug 4-8 ml-h-1, die Gesamtreaktions-
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zeit 24 h. Die Polymerisation wurde entweder durch kiufliche Meerrettich-Peroxidase
(M-POD; Boehringer, Mannheim) oder durch Enzympriparationen aus Fichten-Suspen-
sionskulturen katalysiert. Die bei den unterschiedlichen Versuchsansiitzen verwendeten

Reaktionsbedingungen sind in Tab. 8 zusammengefaBt:

Tab.8.  Ubersicht iiber DHP-Synthesen (Legende unterhalb der Tabelle).
DHP | Substrat] Substrat 2 Substrat 3 Enzyme [Units / x mi]
[mmol/xml] |[mmel/xmi] |[mmol/xml]
1 |CAl.11/150 - H,0, 1.40 /150 |M-POD 550/ 75
2 |CA0.55/150 - Glc 0,60/ 150 | M-POD 550, GO 750/ 75
3 |Con040/150 - H,0, 0.70/ 150 |M-POD 275, B-Glc 600-300/ 75
4 [Con Q447150 - Glc0.44/150 |M-POD 700, GO 800, B-Gle
1000-1500/ 150
5 |CA1.11/150 [pCA0.20/150 |H,0,140/150 | M-POD 550775
6 |CA1.11/150 |pCA 0.20/150 |Glc 1.20/150 M-POD 550, GO 950/ 150
7 [Con047/75 |pCAC.087/75 |H,0,0.70/75 |M-POD 320, 8-Glc 500-75/ 75
&8 |CAO0.55/150 - H,0, 0.70/ 150 |Medium-PODs
(200 m] Medivm)
9 [CA0.55/150 - H,0, 0.70/ 150 |PODs Zellen (von 25 g Zellen in
100 ml Puffer (siche 11.1)}
10 |CA0.55/150 - H;0,0.70/ 150 [PODs Zellwand (von 25 g Zellen
in 100 ml Puffer (siche 11.1))
11 |[CAD55/75 |pCAO0.087/75 {H,0,0.70/75 [Medium-PODs (200ml Medinm)
12 [CA055/75 |pCAQ.087/75 |Hy0,0.70/75 |PODs Zellen (von25g Zellen in
100 mi Puffer (siehe 11.1))
13 |CA 055775 pCA 0.087/75 (Hy0,0.70/75 PODs Zellwand (von 25 g Zellen
in 100 ml Puffer {siche 11.1))

Abkiirzungen: CA, Coniferylalkohol; pCA, p-Cumarylalkohol: Con, Coniferin; B-Gle,
B-Glucosidase (Sigma, Deisenhofen); GO, Glucose-Oxidase (Boehringer Mannheim); M-
POD, Meerrettich-Peroxidase (Boehringer, Mannheim).

Demnach wurden z.B. fir die Synthese von DHP 1 1.11 mmol Coniferylalkohol in 150 ml
Puffer (Substrat 1) und 1.4 mmol Wasserstoffperoxid in 150 ml Puffer (Substrat 2) zu 550U
Peroxidase in 75 ml Puffer (Enzymlosung) zugetropft. Die Reaktionsbedingungen bei der
Synthese der weiteren DHPs sind Tab. 8 analog zu entnehmen. Die Polymere wurden nach
AbschluB der Synthese mit jeweils 200 ml 1% SDS (w/v), 1 M NaCl und bidest. Wasser
(dreimal) gewaschen, indem fiir 10 min inkubiert und anschlicBend filr 25 min bei 15000 x g
zentrifugiert (Zentrifuge J2-21, Beckman, Milnchen; Rotor JA 14, Beckman, Miinchen)
wurde. Das nach der Reinigung erhaltene Pellet wurde in fillssigem Stickstoff eingefroren und
24 h gefriergetrocknet (LYCOVAC GT 2, Leybold-Hereaus, K&ln). Neben dem klassischen
Reaktionsansatz (Frendenberg 1968) mit Coniferylalkohol, Wasserstoffperoxid und M-POD,
wurden Copolymerisate mit p-Cumarylalkohol als weiterem Monolignol hergestellt (DHPs 5-
7, 11-13). Um eine méglichst geringe aktuelle Konzentration der Substrale wihrend der DHP-
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Synthese sicherzustellen, wurden Anshtze verwendet, in denen die Substrate in situ
enzymatisch gebildet wurden. Coniferin fand als biosynthetische Vorstufe von Coniferyl-
alkoho! Verwendung (DHPs 3, 4, 7), aus welchem in site durch Einwirkung einer
B-Glucosidase (Sigma, Deisenhofen) nach dem folgenden Reaktionsschema das
entsprechende Monolignol freigesetzt wurde:

HOI OMe X HOHC 0O OMe
/}% o B-Glucosidase /y‘t\/m{ HO
o e ——
Hogo ol o HOg0 on + o~ con
CH,0H
Conilerin Coniferylalkohol

Des weiteren wurde das System Glucose/Glucose-Oxidase (Bochringer, Mannheim) zur in
situ-Erzeugung von Wasserstoffperoxid eingesetzt, wobei Sauerstoff direkt in die
Reaktionslésung eingeleitet worde (DHPs 2, 4, 6). Die Geschwindigkeit der Glucose-Oxida-
tion wurde durch langsames Einleiten des Sauerstoffs in die Reaktionsldsung (60 Blasen pro
Minute) reduziert:

D".
HOH,C H——CH
/H‘%/OH Gluzose-Oxidase HO-—g ©
Hn on +THO+0 — . i + H0,
Ghicose A—{—OH
CH,0H

Glugonsiure-1,4-lacton

14. Messung von Enzymaktivitiiten
14.1 Proteinextraktion

Filr die Bestimmung der Aktivitit von Zimialkohol-Dehydrogenase wurde das Pflanzen-
matetial (ca. 100 mg) in einem cisgekithlten Morser mit 0.5 g Quarzsand und 2 ml Auafschlu-
puffer (20 mM N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsiiure (Hepes)-KOH, pH 8.2, 2 %
(wiv) Polyvinylpyrrolidon (PVP-10), 1 mM Dithicerythrilol (DTE)) homogenisiert. Der
Puffer wurde vor Zugabe des DTE durch kurzes Aufkochen und Abkihlen auf Eis unter
Binleiten von Stickstoff entgast. Die DTE-Lbsung wurde immer frisch zubereitet. Nach
Zentrifugation des Homogenats (10 min bei 4°C, 15000 x g; Zentrifuge 3K 12, Sigma,
Osterode) wurde der Uberstand als Rohextrakt fiir die Messungen von Enzymaktivitédten
verwendet. Die verschiedenen Enzymaktivititen wurden auf Frischgewicht oder Gesamt-
protein bezogen. Die Bestimmung des Gesamtproleins erfolgte nach Bradford (1976). Das
kaufliche Protein-Nachweisreagens (enthllt Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R 250; Bio-
Rad, Moinchen) bildet mit Proteinen einen farbigen Komplex, dessen Absorption bei 595 nm
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photometrisch bestimmt wird. Die Farbintensitdt ist proporional zur Proteinmenge. Als
Standards fiir eine Eichkurve dienten verschiedene Konzentrationen von gereinigtem Albumin
aus Rinderserum (Merck, Darmstadt). Enzymextrakte fir die Bestimmung der Gesamt-
Peroxidase (POD)-Aktivitit in Fichten-Keimlingen wurden durch Homogenisieren von ca.
50 mg Keimlingsmaterial mit 0.2 g Quarzsand in 200 pl 0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH
6.5) in einem eisgekiihiten Marser und anschlicBender Zentrifugation bei 15000 x g fiir 5 min
{Zenlifoge 3K 12, Sigma, Osterode} als Uberstand erhalten. Die Enzymextrakie aus
Zellkulturen wurden wie unter IT 11.1 beschrieben gewonnen.

14.2 Zimialkohol-Dehydrogenase (CAD)

Die CAD-Aktivitit wurde nach Galliano et al. (1993 a) in einem photometrischen Test
gemessen. Der Testansatz enthielt 25 pl Rohexirakt, 455 pl 0.2 M Tris/HC)-Puffer (pH 8.9}
und 110 gl 5 mM Coniferylalkohol (Endkonzentration 0.1 mM). Durch Zugabe von 10l
10 mM Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADP; Endkonzentration 0.4 mM) wurde
die Reaklion gestartet. Der Nullabgleich am Photometer wurde ohne Enzymlosung und NADP
durchgefiihrt. Nach Mischen des Reaktionsansatzes wurde im Photometer iiber 20-30 min die
Zunahme der Extinktion bei 400 nm verfolgt, die auf der Bildung von Coniferylaldehyd
beruht. Die Inkubationstemperatur betrug 25°C. Die Berechnung der spezifischen Enzym-
aktivitidt wurde mit der folgenden Formel durchgefithri:

AE- min” x 035 x 0%
Profein im Test [pg]

143 Peroxidase (POD)

Mittels einer nach Lagrimini und Rothstein {1987) verinderten Vorschrift wurde die durch
enzymatische Oxidation von Guajacol hervorgerufene Zunahme der Extinktion bei 420 nm
zur Aktivititsbestimmung der Peroxidase (POD) eingeseizt. Dabei wurden 150 pl 0.02M
Guajacol (in Wasser) mit 50 pl Rohextrakt und 770 11 0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 6.5)
versetzt und auf 30°C temperiert. Am Photometer wurde bei 420 nm ein Nullabgleich durch-
gefithrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ] 0.6 M Wasserstoffperoxid gestartet und
5 min im Photometer bei 420 nm verfolgt. Die Berechnung der spezifischen Enzymakuivitit
wurde mit der folgenden Formel durchgefilhrt:

AE min” x 107

Protein im Test [pg]
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15. Untersuchungen zum Bindungstyp von 3,4-Dichloranilin in einem
Dehydrierungspolymerisat (DHP)

151 Einbau von 3,4-Dichloranilin und [15N]Anilin in DHPs

[U-Ring!4C] 3,4-Dichloranilin (DCA; Sigma, Deisenhofen) wurde mittels priparativer
HPLC vorgereinigt (HPLC-Anlage s.IL 15.3, Laufmittelgradient A). Der chemische Rein-
heitsgrad betrug nach der Reinigung laut UV-Detektion bei 254 nm 95 %, die radiochemische
Reinheit lag laut Radiodetektor bei 99 % (Abb. 22). Fiir die Synthese von DHP 2 wurde das
gereinigte Produkt direkt verwendet (1085401 dpm in 200 pl Methancl, Bestimmung der
spezifischen Radioaktivitit su.). Die sonstigen Subsirate wurden ohne Votreinigung
verwendet.

15 |A '
Extinktion bei 254 nm
[relative Einheiten]
1.0
0.5
0.0 __—____A-—_——r-d‘A-J;——k—L-L_—‘..-,._*

C 10 20 30
B
Radioaktivitit [cpm x 1000]
03
0.2
0.1
Abb. 22. HPLC-Chromatogramm
des mittels praparativer HPLC
gereinigten Produktes
[U-Ring!4C] 3,4-Dichloranifin 0.0
{Amersham, Braunschweig). (A) :
Extinktion bei 254 nm,
{B) Radiodetektion, Retentionszeit [min])
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Samtliche Synthesen wurden in 0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 6.5) bei Raum-
temperatur unter Stickstoff-Atmosphire durchgefilhrt (Versuchsanordnung s. II 13). Die Zu-
tropfgeschwindigkeit betrug 20 mlh-! (Zulaufverfahren), die Gesamtreakiionszeit 5h. Die
Polymerisation wurde durch kinfliche Meeretlich-Peroxidase {Boehringer, Mannheim}
katalysiert. Die Reaktionsbedingungen bei der Synthese der Ceniferylalohol-Xenobiotika-Co-
polymerisate sind in Tab 9 zusammengefaBt:

Tab. 9. Reaktionsansiize fiir die Synthese von Coniferylalkohol-Xenobiotika-Copolymeren

DHP Substrat 1 Substrat 2 [mmol / x mlf Substrat 3 Enzyme
[mmol / x ml] [inmol / x ml] [Units / x m)
1 [cA111/75 |DCA1.i1/75 H,0, 1.40/75 |[M-POD 550/ 15
CA02/ 10 [U-Ring!4C] DCA H,0,03/10 |M-POD 150/20
(1083402 dpm}, DCA 0.2/ 10
3 1CA055/75  [[PN]Anilin0,55/75 H,0, 1.40/75__|M-POD 300/ 75

Abkiirzungen:CA, Coniferylalkohol; DCA, 3 4-Dichloranilin; M-POD, Meerrettich-Peroxidase
{Boeh-ringer, Mannheim).

Demnach wurden 2.B. in DHP | Aquimolare Mengen Coniferylalkohol (Substrat 1) und
DCA (Substrat 2; jeweils 1.11 mmol in 75 ml Puffer), sowie mit 1.40 mmol Wasserstoff-
peroxid (Substrat 3; in 75 ml Puffer) zv 75 ml Puffer mit 550 U Peroxidase (EnzymlSsung)
zugetropfi. In einem analogen Versuchsansatz (DHP 3} wurde [13N] Anilin anstelle von DCA
verwendet. Fiir DHP 2 wurden 0.2 mmol Coniferylalkohol {in 10 mi Puffer), eine Mischung
von DCA (02mmol in 10ml Puffer) und [U-Ring!4C] DCA (1083402 dpm), sowis
0.3 mmol Wasserstoffperoxid (in 10ml Puffer) zu 150U Peroxidase in 20 ml Puffer
zugetropft. Die Polymere wurden nach Abschluf der Synthese mit joweils 20 ml 1% (wiv)
SDS, 1 M NaCl und bidest Wasser (dreimal) gewaschen, indem filr 10 min inkubijert und
anschlieBend fiir 25 min bei 15000 x g zentrifugiert (Zentrifuge 12-21, Beckman, Roter JA 14,
Beckman, Miinchen) wurde.

Die Radioaktivitit der wihrend der Reinigung von DHP 2 erhaltenen Fraktionen wurde im
Szintillatinszihler quantifiziert. Dazu wurde ein Aliquot der jeweiligen Reinigungsphase in
ein mit 5ml Hydroluma (Baker, Deventer, Nicderlande) befiilltes SzintillationsgefiB
Uberfihrt und im Szintillationszihler (Minibeta 1211, LKB, Bromma, Schweden) die
Radioaktivitit gemessen (vom Geréit angegeben als detckterte Lichiblitze pro Minute, cpm).
Das nach der Reinigung erhaltene Pellet wurde in flissigem Stickstoif eingefroren und 24 h
gefriergetrocknet (LYCOVAC GT 2, Leybold-Hereaus, Koln). Dieser Riickstand wurde in
200 pl Dimethylformamid aufgenommen, 4 pl davon wurden in ein Szintillationsgefa
ilberfilhrt, § m] Toluol-Methanol-Cocktail zugegeben (759 ml Toluol, 250 ml Methanol, 5 g
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2,5-Diphenyloxazol) und die Radioaktivitit wurde im Szintillationszéhler quantifiziert. Die
Standardisierung der Radioaktivitit erfolgte mit 4. Toluol (Amersham, Braunschweig) als
internem Standard. Dazu wurde der Probe nach der Messung im Szintillationszihler ein
Volumen 4C-Toluol-Standard mit bekannter Zerfallszahl pro Minute (dpm) zugesetzt. Die
Radigaktiviit der Probe wurde emeut gemessen. Die Zihlausbeute (ZA) errechnete sich wie

folgt:
cpm (Probe + Standard) - cpm (Probe)

dpm (Slandard)

ZA[%] =

Damit lieB sich die spezifische Radioaktivitit der Probe (in tatsiichliche Zerfille pro Minute,

dpm) errechnen:
cpm (Probe) x 100

24 (%}

dpm (Probe) =

Die gravimetrisch bestimmle Ausbeute der Polymere betrug filr DHP 1 59 %, fir DHP 2
55 % und filr DHP 3 63 %. Die Verteilung der Radioaktivitiit auf dic unterschiedlichen Frak-
tionen bei der Reinigung von DHP 2 ist in Tab. 10 angegeben.

Tab. 10. Verteilung der Radioaktivitit in den Reinigungsfraktionen von DHP 2.

Frakiion Radioaktivitht des ana- | Gesamtrediocaktivitht
Iysierten Aliquots der Fraktion {dpm)

1 | [dpm] ]

[U-Ring!4C] 3,4-Dichloranilin nach Reinigung 21708 (4 pl von 200 pl} 1085401

Uberstand nach DHP-Synthese 8078 (1 ml von 50 ml) 403900

1 % (w/v) SDS-Fraktion 11899 (1 ml von 20 mi) 237980

1 M NaCl-Fraktion 1071 {1 ml von 20 ml} 21414

1. HyO-Fraktion 1057 {2 ml von 20 ml} 10568

2. H;0-Fraktion 1347 (5 ml von 20 ml) 5387

3. HyO-Fraklion 1254 (20 ml von 20 ml) 1254

Snmme der Radioaktivitit in den Reinigungs- — 680503

fraktionen

Rilcksiand der Reinigung nech Gefriertrocknung | 4627 {4 pl von 200 pl) 231371

(DHP 2)

Einbaurate von 3,4-Dichloranilin in DHP 2 — 40 %

{unter Berilcksichtigung einer Ausbeute an Polymer

von 55 %)

Wiederfindungsrate (gesamt) — 84 %
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Fiir DHP 2 wurden [14C] DCA und Coniferylalkohol in einem &gquimolaren Verhiltnis
angeboten, In simtlichen nach der Synthese erhaltenen Reinigungsfraktionen und dem
Polymer wurden insgesamt 84 % der eingesetzien Radioaklivitit wiedergefunden (Tab. 10).
Der Uberstand bei den nach jedem Reinigungsschritt durchgefilhrten Zentrifugationen enthielt
geringe Mengen des Polymers, die in einem zweiten Zentrifugationsschritt (2 h bei 15000 x g)
sedimentiert werden konnten. Die Summe der aus diesen Pellets bestimmten Radioaktivitdt
betrug 29941 dpm. Damit erhdhte sich die Gesamt-Wiederfindungsrate der Radioaktivitit anf
87 %. Unter Beriicksichtigung der Ausbeute an Polymer (85 %) wurden von der
Radioaktivitit ans DCA 40 % im Polymer und 60 % in den Reinigungsfraktionen delektiert.
Die Einbaurate von DCA in DHP 2 betrug demnach 40 %. Daraus resultiert ein molares
Verhiltnis von Ceniferylalkohol/DCA im Polymer von 2.5: 1.

15.2 Synihese von Modellsubstanzen

1521  Reinigung von 1-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(2-methoxyphenoxy)-pro-
pan-1,3-diol (trivial: Guajacylglycerol-B-guajacylether)

Die Dilignol-Modellsubstanz Guajacylglycerol-B-guajacylether wurde von W. Schifer
(1986) synthetisiert. Filr das Reaktionsprodukt wurde mittels Hochdruckflilssigkeitschro-
matographie {HPLC) ein Reinheitsgrad von 73 % ermiltelt. Eine weitere Aufreinigung mittels
priparativer HPLC wie unter TI 15.3 beschrieben ergab eine Reinheit von 96 % (Abb. 23;
Quantifizierung mittels HPLC s. I 15.4.1, Detektion bei 280 nm). Die Identitiit des
gereinigten Produktes wurde mittels UV-, FT-IR- und NMR-Spekiroskopie ilberprilft (s. III
4.2.1).

Extinktion bei 280 nrm [relative Einheiten]

0.6

0.4

0.2

0.0 L
Abb. 23. HPLC-Chromato- 7 T 7
gramm des gereinigten Syn- 0 10 20 0
theseproduktes Guajacyl-
glycerol-B-guajacylether
{Extinktion bei 280 nm). Reteniionszeit [min)
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15.2.2 Synthese von 3-(4-Hydroxy-3-meI.hoxyphenyl)-3—(3,4-dichlorphenylamlno)-2-(2-
methoxyphenoxy)-propan-1-ol

(verdndert nach Brunow ct al. 1989)

Schema
OMe.oH 0 OH CI (IOMBO
O:D OH i, (CH,),siBr | - @
(CH,CI:) (CHCI,) cl
2, N&HCO,
OMe 3, NaCl OMe
OH OH
1 2 3

Die Synthese der Modellverbindung gelang in zwei Stufen. Zunichst wurde die Hydroxyl-
gruppe an C-o¢ von Guajacylglycerol-B-guajacylether (1) gegen Brom ausgetauscht. Bei der
anschlieBenden Hydrolyse wurde das Brom eliminiert, wobei sich eine chinoide Struktur aus-
bildete (2). Dann wurde der nukleophile Stickstoff des 3,4-Dichloranilins an die olefinische
Doppelbindung addiert (3). Das Reaktionsprodukl bestand aus einem Gemisch von Stereo-
isomeren (Bezeichnungen; threc = DCA-Mod 1, erythro = DCA-Mod 2).

Ansatz

Synthesestufe {

Guajacylglycerol-B-guajacylether ca. 30 mg eines braunen Ols
Trimethylsilylbromid 1 mmo!

Dichlormethan 20ml

Natriumhydrogencarbonat 40 ml einer gesittigten Lasung in Wasser
Natriumchlorid 20 ml einer gesittigten Losung in Wasser
Natriumsulfat 3g

Synthesestufe 2

Produkt der Synthesestufe 1

Chloroform 40 ml

3,4-Dichloranilin 0.2 mmol

Ein 100mi Zweihalskolben wurde mit Stickstoff (getrocknet iber Kieselgel-
Trockenperlen, Serva, Heidelberg) ca. 10 min gespiilt und dann der in 40 mi Dichlormethan
geléste Guajacylglycerol-B-guajacylether (1) zugegeben. Durch ein Septum wurden 1 mmol
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Trimethylsilylbromid in zwei Portionen mittels einer 1 ml Hamilton-Spritze (Hamilton,
Bonaduz, Schweiz) zur gerihrten Losung gegeben und die Reaktion 4 min bei
Raumtemperatur stchengelassen, wobei die in o-Position der aliphatischen Seitenkelte
befindliche Hydroxylgruppe durch Brom substituiert wurde. AnschlieBend wurde die
organische Phase zweimal gegen cine gesittigte Natriumhydrogencarbonat- (jeweils 20 ml)
und einmal gegen eine gestttigte Natriumehlorid-Losung (20 ml) im Scheidetrichter
ausgeschiiltelt. Dabei entstand ein Chinonmethid der Ausgangssubstanz (2). Die organische
Phase nach Extraktion wurde in einen Zweihalskolpen iiberfiihrt und mit 3 g Natriurnsuifat
gelrocknet. Das Lisungsmittel wurde bei 0°C durch Einblasen von Stickstoff verdampft. Der
Rilckstand wurde in Stickstoff-Atmosphiire in 20 ml Chloroform aufgenommen. Zu dieser
Losung wurden durch einen Tropftrichter 0.2 mmol 3,4-Dichloranilin (DCA) in
20 ml Dichlormethan wihrend 20 min unter Rihren bei Raumtemperatur zugetropit.
AnschlicBend wurde die Reakrion noch 2 h weitergeriihrt. Die Zugabe von DCA zum Chinon-
methid (2) resultierts zu ca. 85 % (Quantifizierung miltels HPLC, Detektion bei 280 nm) in
der Bildung eines Additionsproduktes des DCA-Stickstoffs an C-ot der aliphatischen
Seitenkette uater Riickbildung des aromatischen Systems im phenolischen Rest (3). Es wurde
ein Stereoisomeren-Gemisch von 80:20 (threo/erythro) nach MaBgabe der Dioden-Amay-
Detektion bei 280 nm erhalten (Zuordnung threo und erythro nach NMR-Spektroskopie
{s. I 4.2.1). Das Losungsmittel wurde im Vakuum verdampft (Rotationsverdampfer, Biichi,
Flawil, Schweiz) und das Reaktionsprodukt mittels priiparativer HPLC (siche o 153,
Laufmiitelgradient A) gereinigt. Das Reaktionsprodukl, von dem éin gelb/brauner Lack
erhalten wurde, hatte anschlieBend einen Reinheitsgrad von 85 % (Abb. 24; Quantifizierung
mittels HPLC s. I 15.4.1, Detektion bei 280 nm). Die Identitit des Produktes wurde mittels
UV-, FT-IR- und NMR-Spektroskopie iiberpriift (s. 1T 4.2.1).

Extinktion bei 280 nm [relative Einheiten]

1.0 2

0.5

2.0 —h— l :
Abb. 24. HPLC-Chromato- E g

gramm der gereinigten Modell- 0 10 20 30
substanz DCA-Mod I (I threo-
Isomer, 2 erylthro-Isomer;
Extinkiion bei 280 nm). Retentionszeit [min]
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15.2.3 Synthese von [15N] 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylamino-2-(2-meth-

oxyphenoxy)-propan-1-ol
Schema
OMe, o OMe, g
E:Eo OH |, (CH),SiBr CED ! O
(CH,Cl)
2, NaHCO,
OMe 3, 1Ll OMe
H OH
1 2 3

Die Synthese dieser Modellsubstanz wurde unter identischen Bedingungen, wic unter
I1152.2 fiir DCA-Mod 1 und DCA-Mod 2 beschrieben, durchgefilhrt. Der einzige Unter-
schied lag in der Verwendung von 0.2 mmol SN-Anilin statt 0.2 mmol 3,4-Dichloranilin als
Reagens. Die Ausbeute lag bei ca. 80 % (Quantifizierung mittels HPLC, Detektion bei
280 nm; 5. II 15.4.1). Nach Reinigung mittels priiparative HPLC wurde ein gelb/rauner Lack
mit einer Reinkheit von 98 % (Quantifizierung mittels HPLC, Detektion bei 280 nm; Abb. 25)
erhalten. Die Identitit des Produktes wurde mittels UV-, FT-IR- und NMR-Spektroskopie
ilberpriift (s. I 4.2.1). Es wurde ein threo/erythro-Isomerengemisch im Verhiltnis 80:20
erhalten. Als Bezeichnungen werden Ani-Mod | (threo-Isomer) und Ani-Mod 2 (erythro-
Isomer) verwendet.

Extinktion bei 280 nm [relative Einheiten]

! 2
0.6 -
0.4 -
0.2 :
Abb. 25. HPLC-Chromato- 0.0 5 ; . : dﬁ
i T 0 10 2 3

Isomer, 2 erythro-Isomer;
Extinksion bei 280 nm). Retenlionszeit [min]
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15.2.4 Synihese von N-(3,4-DichlorphenyI)-N-iminoprop-s-ﬁ-hydroxy—:l-methoxyphe-
nyl)-2-en

(vertindert nach Organikum (1986)

Schema
o N
cl
R fol] cl =
___——_-'
Toluoh) ]
OMe (Molekularsich) OMe
OH OH
1 2
Ansatz
Coniferylaldehhyd 1 mmol
3,4-Dichloranilin 2 mmol
Toluol 40 ml
| Molekularsieb 3 A 2g

In einem 100 ml Rundkolben wurden 1 mmol Coniferylaldehyd (1), und 2 mmol 3,4-Di-
chloranilin (DCA) in 40 ml Toluol geldst und dann 1 g rockenes Molekularsieb (getrocknet
durch Erhitzen auf 120°C filr 20 b) zugegeben. Die geriihrte Suspension wurde filr 24 h am
RilckfluBkilhler zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkilhlen wurde das Molekularsieb durch
Filtration iiber Waite, die in den Auslauf eines Glastrichters gefiillt war, von der Reaktionsld-
sung getrennt, das Lsungsmittel im Vakuum verdampft (Rotavapor, Biichi, Flawil, Schweiz)
und der Riickstand in 500 pl Acctonitril aufgenommen. Die Ausbeule der Modellsubstanz (2;
Bezeichnung mit DCA-Mod 3) betrug nach MaBgabe einer Quantifizierung mittels HPLC
(Detektion bei 280 nm) ca. 70 %. DCA-Mod 2 wurde mittels préparativer HPLC (s.II 15.3)
gereinigt. Die Reinheit betrug anschlicBend 94 % (Quantifizierung mittels HPLC, Detektion
bei 280 nm:; Abb. 26). Die Identitdt des Produktes wurde mittels UV-, FT-IR- und NMR-~
Spektroskopie Uberpriift (s. I 4.2.1).
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Extinktion bei 280 nm [relative Einheiten)

1.0

0.5 -

A

T T T T
30 40

Abb, 26. HPLC-Chromato- g %
gramm des gereinigten Syn-
theseproduktes DCA-Mod 3
{Extinktion bei 280 nnt). Retentionszeit [min])

153 Reinigung der Syntheseprodukte mittels priparativer Hochdruckfliissigkeits-

chromatographie (HPLC)

HPLC-Anlage

Die zur Reinignung der Syntheseprodukte verwendete HPLC-Anlage ist identisch mit der
unter II 10.6 filr die HPSEC beschriebenen Geriitekonfiguration.

HPLC-Siule

Saule

Hmtéﬂcr

Nucleosil C~iE, Kainlognummer 441 265 2510

Knauer, Berlin, Deutschland

HPLC-Laufmittel

C bidest. Wasser

fltriert iber Membranfilter HYLP 04760, Millipore, Eschborm, Deutschland

D Acetonitril

filtriert iiber Membranfilter HVHP 04700, Millipore, Eschbom, Deutschiand

Die Elution der Syntheseprodukte wurde mit einer FluBrate von 3 ml-min-! bei 23°C
erreicht. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines Dioden-Array-Detektors zwischen 200 und

450 nm.
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Laufmittel-Gradient

Die Syntheserohprodukte (geldst in Acetonitril) wurden in Aliquoten von 10-50 pl auf die
Probeschleife der HPLC injiziert und unter Benutzung der oben erwihnten Lanfmitte] C und
D in verschiedenen Gradientenprogrammen gereinigt (s.u.). Die eluierenden Substanzen

wurden in Spitzkolben aufgefangen, zur Trockene im Vakuum eingeengt und fiir die NMR-

Spekiroskopie in 1 ml dg-Dimethylsulfoxid geldst.

(A) Gradientenprogramm zur Reinigung von DCA-Mod 172 und Ani-Mod 1/2.

Zeit [min] Laufmittel C {%] Laufmittel D [%] Dauer [min]
0 50 50 5
5 0 100 20
25 ] 100 15
40 50 50 5
65 Beginn nichster Lauf

(B) Gradientenprogramm zur Reinigung von DCA-Mod 3.

Zgit frmin} Laufmitte] € [%] Lanfmittel D [%] Dauer [min}
0 5 95 5
5 0 100 15
20 0 100 10
30 5 95 5
43 Beginn niichster Lauf

15.4 Charakterisierung der Syntheseprodukte

15.4.1 Hochdruckfiissigkeitschromalographie {(HPLC) mit Dioden-Array-Detekiion

Die zur Charakterisierung der gereinigien Synthescprodukte verwendete HPLC-Anlage ist
identisch mit der unter 10.6 fiir die HPSEC beschricbenen Geriitekonfiguralion.

HPLC-Siule

Skule

Hersteller

VydacTM-gzule, Katalognummer 201 TP 54

The Separations Gmup., USA
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HPLC-Laufmittel

C

D

bidest. Wasser

filtriert iber Membranfilter HYLP 04700, Millipore, Eschborn, Deutschland

Acetonitril

filtriert iiber Membranfiiter HVHP 04700, Millipore, Eschborn, Deutschland

Die Elution der Syntheseprodukte wurde mit einer FluBrale von 1.5 mbmin! bei 23°C
erreicht. Die Detektion eluierender Substanzen erfolgte mit Hilfe eines Dioden-Amay-Detek-
tors zwischen 250 und 450 nm.

Laufmittel-Gradient

Zur Aufirennang der Syntheseprodukte wurden die oben erwihnten Laufmitte] C und D in
cinem linearen Gradientenprogramm verwendet:

Zeit [min] Laufmittel C [%] Laufmittel [%] Dauer [min]
0 1400 0 5
5 0 100 40
50 100 1] 5
60 Beginn néchster Lauf

15.4.2 Kernresonanz-Spektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance; NMR})

Simtliche NMR-Spektren wurden von Dr. N. Hertkorn und Frau E. Schindlbeck (Institut
filr Okologische Chemie, GSF, Attaching) mit einem AC-400-NMR-Spektrometer {Bruker,
Karlsruhe) in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K enisprechend der MeBfrequenzen filr H
{400.13 MHz), 13C (100.62 MHz) und 13N (40.62 MHz) aufgenommen.

NMR-Spektrometer

Gertit Hemélier

ACH00 Bruker, Karlsruhe, Deutschland
Software NMR, 2000 Bruker, Karlsruhe, Deutschland

Die !H-NMR-Spektren wurden mit einem 5 mm Invers-Probenkopf, die 13C- und I5N-
NMR-Spektren mit einem 5mm Breitbandprobenkopf registriert. Typische 90 Grad-
Pulslingen betrugen fir 'H 8 ps, fidr 13C 7.5 ps und filr 15N 13.5 ps. Die chemische Ver-
schiebung filr 'H wurde auf den entsprechenden Wert des Restsignals von CHD,0D in dy-
Methanol (3.30 ppm) bzw. dg-Dimethylsulfoxid (2.49 ppm), jene fir 13C auf den Went von
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CD,0D (49.0 ppm) bzw. dg-Dimelhylsulfoxid (39.5 ppm) bezogen. Als externer Standard bei
der 15N-NMR-Spektroskopie dienie [!5N] Nitromethan in dg-Aceton (0.00 ppm). INEPT-
Spektren wurden wegen der ginstigeren Unterdriickung der Antiphasen-Komponenten in der
refokussierten Form mit einem 90 Grad-(1H)-Purge-Puls am Ende des ty-Delays aufge-
nommen. Zur” Vermeidung von SPT-Effekten wurden NOE-Spektren mit 90 Grad-Pulsen
detektiert,/Zweidimensionale NMR-Spekiren wurden mit der Standardsofiware (NMR 2000)
der Fiﬁ{lz Bruker (Karlsruhe) aufgenommggj H,H-COSY-Spektren wurden mit 1k Dalen-
punkten in F 2 mit 256 Inkrementen, phasensensitive COSY-Spektren mit 2 k Datenpunkten
entsprechend einer digitalen Aufldsung von ca. 1.5 Hz in F2 mit bis zu 1024 Inkrementen
registriert. C,H- und N,H-Korrclationsspektren wurden mit 4 k Datenpunkten in F 2 mit bis zu
256 Inkrementen aufgenommen. Fiir C,H-COLOC-Spektren wurde eine 0J (C-H)-Kopplungs-
konstante von 7.5 Hz, fidr N,H-COLOC-Spektren eine "J (N-H)-Kopplungskonstante von 4 Hz
angenommen, Zur Beschreibung der Kopplungsmuster fanden die folgenden Abkiirzungen

Verwendung:
Abkiirzung 5 d t q m
Bedeutung Singulett Dublett Tripleit Quartett Multiplett

15.4.3 Fourier-Transformations-Infratot-Spektroskopie (FT-IR)

Die Geriiteangaben simmen mit den unter Il 10.2 genannten Daten exakt ilberein. Die Spek-
tren wurden von konzentrierten Lésungen der Substanzen in Dimethylsulfoxid, von denen
¢inige Tropfen zwischen flache Natriumchlorid-Platten gepreBl wurden, aufgenommen. Die
Spektren wurden im Wellenzahlenbereich zwischen 670 und 4000 em-! registrert.

16. Hydrolysekinetik und pH-Stabilitiit der Bindungen von Anilinen in DHPs und
Modellsubstanzen

Zu den Proben (unter I 15.1 und II 15.2 beschriebene Modellverbindungen und Dehy-
dricrungspolymerisate} wurde in einem Eppendorf-ReaklionsgefaB 0.01 mM 2,4-Dichloranilin
{intemer Standard) gegeben und in 100 pl 0.1 M HCI bei 37°C im Wasserbad (Plexiglasbad
4P und Thermostat MT/2, Haake, Karlsruhe) filr unterschiedliche Zeirdume inkubiert.
Anschliessend wurde durch Beimischung von 110 pl 0.1 M NaOH ein leicht basischer pH-
Wert (ungefihr pH B8) eingestellt und die Losung gegen 200 pl Ethylacetat extrahiert. Die
Phasentrennung wurde durch Zentrifugation (2 min Tischzentrifuge, Hettich, Tuttlingen)
beschleunigt, 100 pl von der organischen Phase wurden abgenommen, das Losungsmiktel
wurde im Stick-stoffstrom verdampft und der Riickstand in 40 pl Acetonitril/Wasser (4:1;

-
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v/v) sufgenommen. Der Verlauf der Hydrolyse wurde mittels HPLC {Bedingungen siche II
15.4.1) quantifiziert (Abb. 27).

Extinktten bei 250 nm
Abb. 27. HPLC eines
Extrakses einer milden
sauren Hydolyse (0.1 M 1 2 5 3
HCI 37°C) einer Modell-
substanz fiir den Bindungs-
typ von DCA in DHFs
(Stereoisomeren-Gemisch 0.4
DCA-Mod 1 und DCA-
Mod 2), {Quantifizierung
mittels HPLC). Peak-
nummern: 0.2
1 Guajacylglycerol-3-
gutajacylether (Produkt 1 'L L

der Hydrolyse);
2 DCA (Produk: 2 der 0.0
Hydrolyse);
3 Sterevisomeren-Gemisch ™ T T T
DCA-Mod 1 und DCA' 10 20 30
Mod 2;

S 2,4-Dichlgranilin
(interner Standard). Retentionszeit [min]

Zur Bestimmung der pH-Stabilitdt wurden 0.1 M Lisungen von Kaliumphosphatpuffer
(Dawson et al, 1989) filr pH-Werte von 1-12 angesetzt. Die Proben wurden in einem Eppen-
dorf-ReaktionsgefiB mit 200 pl Phosphatpuffer versetzt und bei Raumtemperatur fir unter-
schiedliche Zeilriume inkubiert. Die Proben wurden ohne vorherige Neulralisation gegen
200 p! Ethylacetat extrahiert. Zur weileren Aufbereitung wurde wie o.a. verfahren.

Zur Hydrolyse des Coniferylalkohol / [*#C] 3,4-Dichloranilin-Copolymers wurden 4 pl der
Polymerldsung (in Dimethylformamid, jeweils ca. 4000 dpm) in Eppendorf-ReaktionsgefiBe,
die mit 200 p] 0.1 M HC} befilllt waren, Uberfihrt und bei 37°C im Wasserbad (Haake,
Karlsruhe) inkubiert, Die Probe wurde nach der entsprechenden Hydrolysezeit direkt zentri-
fugiert (2 min Tischzentrifuge, Hettich, Tuttlingen), der gesamte (Tberstand in ein mit 5 ml
Hydroluma (Baker, Deventer, Niederlande} befiillies SzintillationsgefiB iiberfuhrt und im
Szintillationszzhler (Minibeta 1211, LKB, Bromma, Schweden) die Radioaktivitit gemessen
(s. I 15.1). Der Rilckstand wurde in 200 pi Dimethyiformamid aufgenommen, in ein Szintil-
lationsgeRiB iiberfilhrt, 5 ml Toluol-Melhanol-Cocktail zugegeben (759 ml Toluol, 250 ml
Methanol, 5g 2,5-Diphenyloxazol) und die Radioaktivitit im Szintillationszdhler

quantifiziert.
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III. ERGEBNISSE

1. Induktion der Ligninbildung in Fichten-Suspensionskulturen mit
einem Rhizosphaera kalkhoffii-Elicitor

1.1 Ligninbildung in Zeliwinden und im Kulturmedium

Fichten-Suspensionskulturen (3.5 g Feuchtgewicht in 35 ml Medium) wurden drei Tage
nach dem Animpfen mit 1 ml (entsprechend 0.1 mg Glucoseiquivalente pro ml Kultur-
medium) einer Elicitorsuspension des Fichtennadel-Pathogens Rhizosphaera kalkhoffii
inkubiert. Schon zwei Tage nach Elicitorzugabe war eine Trilbung des Kulturmediums zn
beobachten, die auf die Akkumulation eines Polymers zurilckzufilhren war (Abb. 28).

Abb, 28, Tritbung des Kulturmedi-
ums von Fichten-Suspensions-
kulruren fiinf Tage nach Zugabe
¢eines Rhizosphaera kalkhoffii-
Elicitors (Deiails siehe Text).
Links:  Kontrolikudsur.

Rechrs:  Elicitor-induzierte Kultur.

Das Kulturmedium wurde durch Filtration iiber Nylon-Gewebe von den Zellen getrennt
und zentrifugiert (30 min bei 25900xg). Das extrazellultre Polymer bildete einen
Niederschlag, von dem der Uberstand abdekantiert wurde. Der Rilckstand wurde mit | %
(w/v) SDS, 1M NaCl und zweimal mit bidest. Wasser gewaschen und anschlieBend
gefriergetrocknet. Nach sieben Tagen wurden pro Kuiturkolben ca. 1.8-2.5 mg dieses
Rilckstandes (extrazellulires Polymer) erhalten. Eine Farbreaktion mit dem Phloro-
glucinol/HCL-Reagens filhrte zur Ausbildung eines tiefroten Chromophors, der charakie-
ristisch fiir ligninartige Polymere ist. Die Derivalisierung des extrazellnliren Polymers mit
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Thioglycolsiure und die anschlieBende spektrophotometrische Erfassung der gebildeten
Lignin-Thioglycolsiure-Derivate (LTGA-Methode) bei 280 nm wiesen eberfalls auf das
Vorkommen von Lignin-Komponenten hin. Eine Firbercaktion mit dem Sudanschwarz B-
Reagens zur Anfarbung von suberinartigen Polymeren mit einem hohen Anteil an
Hydroxyfetisdureestern verlief negativ. Die Kinetik der Bildung von ligninartigern Material in
der Zellwand und im Medium der Fichten-Suspensionskulturen wurde mit Hilfe der LTGA-
Methode verfolgt (Abb. 29). Verschiedene Mengen eines Dehydrierungspolymerisales,
welches ausschlieBlich Coniferylalkohol als monomeren Baustein enthiett, wurden nach dieser
Methode behandelt und aus den Extinktionswerien der pebildeten Thioglycolstiure-Derivate
(LTGA) bei 280nm eine Eichkurve erstellt, zu der die Extinktion der LTGA des
Zellkulturlignins in Beziehung geselzt wurde (s. I 9.1).

A
15 s
10 .
5 B
t V T T } T 1 T
80 - B .

Abb. 29. Akkumulation von ligninartigem
Maverial im Medium (A) und in Zellwiinden
(B} von Fichten-Suspensionskulturen
nach MaPgabe der LTGA-Methode

0 -

Ligningehalt [ug (mg Zeliwand) ")  Ligningehalt [j1g (ml Medium) ')
=

(Mittetwerte aus zwei unabhingigen o

Expeimenten; Details siche Text). 0 1 2 3 4 5 6 7

Symbole:-0- Kontrollkuituren. .
-e-Elicitar-behandzlte Kulturen. Tage nach Elicitorzugabe

Im Medium wurde schon einen Tag nach Zugabe des Elicitors Lignin nachgewiesen
(0.4 pg Lignin pro ml Kulturmedium). Bis zum dritien Tag nach Elicitierung wurde ein
schwacher Anstieg, daom ein etwas stérkerer Zuwachs bis zum filnften Tag und schlieBlich
gine langsamere Zunahme von ligninartigem Material bis zum Ende des Experiments ge-
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messen (18 pg pro m! Medium). Nach MaBgabe der LTGA-Methode enthielt das
extrazelluldre Polymer finl Tage nach Elicitierung 33 % (w/w) Lignin. Das Medium von
Kontrollkulturen, die mit dem gleichen Volumen bidest. Wasser statl Elicitorsuspension
behandelt waren, enthielt kein Lignin. Die Zellwinde der Suspensionszellen eathielten kon-
stintiv Jigninartiges Material auch in den Kontrollkulturen (19 pg Lignin pro mg Zell-
wandmaterial). Nach Elicitor-Zugabe sticg der Ligningehalt annahemd linear auf 74 pg pro
mg Zellwand gegen Ende des Experiments an. Im gesamten Kulurkolben wurde sieben Tage
nach Elicitor-Zugabe im Medium ein Ligningehalt von ca. 600-700 pg, in den Zellen ein
Gehalt von ca. 25-43 mg Lignin ermittelt. Demnach war der Liningehait pro Kulturkoiben in
Zellwinden ca. d40-60-fach héher als im Kulurmedium. Eine detajllierte strukuwrelle
Charakterisierung wurde ausschlieBlich mit dem extrazelluliren Polymer durchgefiihrt, da ein
Vergleich mit Ligninen der frithen Entwicklungsstadien gezogen werden sollte und das
cinzige bisher gut charakterisierte de novo-Lignin im Medium einer Fichten-Suspen-
sionskultur akkumulierte (Brunow et al. 1993).

1.2 Charskterisierung des extrazelluliiren Polymers

1.2.1 Lislichkeit

Die Lislichkeit des extrazelluldren Polymers sus Fichten-Suspensionskulturen {ECL)
wurde mit Hilfe der LTGA-Methode bestimmt. Dazu wurde das durch mehrere
Extraktionsschritle gercinigte Polymer (ca. 20 mg) zum entsprechenden Losungsmittel (5 ml)
in einem verschraubbaren 10 ml Reagenzglas (Pyrex, Bender und Hobein, Miinchen) gegeben,
filr 10 min unter Bis-kithlung mit Ultraschall behandelt (Ultraschallstab Branson B-12,
Bachofer, Reullingen) und weitere 24 h unter Rithren bei 23°C inkubiert. AnschlicBend wurde
die Suspension in ein 10 ml Reagenzglas ilberfihrt und fiir 10 min bei 2000 rpm zentrifugiert
(Swing ou-Zentrifuge, Hettich, Tuitlingen). Der Uberstand und der Rilckstand nach
Zentrifugation wurden getrennt der Thioglycolsiure-Derivalisierung unterzogen (s. II 9.1) und
die anschlieBend errechneten Ligningehalte miteinander verglichen. Die dabei erhaltenen
Resuliate sind in Tab. 11 wiedergegeben.

Tab. 11. Léslichkeit des extrazelluliiren Polymers aus Fichten-Suspensionskulturen in
verschie-denen Solventien. Messung mit Hilfe der LTGA-Methode (Details sighe Text).

Solvens DMF DMSO Dioxan THF CHCI3 0.1M
NaOH

Ligningehalt Idsliche

Fraktion [ug pro mg %0 8 60 9-13 79 71

Polymer]

Ligningehalt unlos-

liche Fraktion fug pro 257 260 299 315 324 284

mg Polymer]

Laslichkeit 26 % 23 % 17 % <3% <54 20%
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1.2.2 Thioacidolyse und Desulfurierung

Die Thioacidolyse ist eine Solvolyse in Dioxan/Ethanthiol und Bortrifluorid, die zur
Depolymerisierung von Lignin Flhrt und einc Analyse der Bindungstypen im Ursprungs-
polymer erméglicht (Lapierre et al. 1986; Lapierre et al. 1991). Die Reaktionsmischung nach
Thioacidolyse von Lignin enthillt im allgemeinen ¢inen erheblichen Teil monomerer und
dimerer Abbauprodukte (ca, 1.4 mmol pro Gramm Lignin aus Fichlenholz). Diese Reaktions-
produkte werden nach Derivati-sierung mittels GC-MS untersucht.

Analyse der Monomerzusammensetzung

Die Ausbeule an monomeren Reaktionsprodukten nach Thioacidolyse spiegelt den Anteil
von Lignin-Teilstrukturen, die mittels B-O-4-Bindungen verknipft sind, wieder (Abb. 30).
Das Hauptprodukt unter den Monomeren ist das Guajacyl-Monomer 1, dessen Existenz auf
den Einbau von Coniferylalkohol als Monolignol zurlickzufithren ist. Verbindung 2 entsteht
auf einem Nebenweg der Reaktion zu 1. Produkt 3 wird aus p-Hydroxyphenyl-Einheiten ge-
bildet, die von p-Cumaryl-alkohol als Ligninvorstufe stammen. Coniferylaldehyd-Endgruppen
fohren zum Produkt 4, wihrend Coniferylalkohol-Endgruppen die Produkte 5 + 6 ergeben.

(Dicpian)
——1.0 IMe Me
o I

PrUSCIrg ) Guaiscd i

(Hauptprodukt) (Nebenproduit)

o o .
é:] BEy- Eiherat E SEt SEt
OMe ———
Me

E§ ES SEt 1 t
El SES E
Me Obve Me

OH OH OH OH

3 4 5 [
p-Hydroxyphenyl- Produkt aus Produkte sus Coniferylalkohol-
Monomer Coniferytaldehyd- Endgruppen

Endgruppen

Abb. 30. Monomere Reaktionsprodukte nach Thioacidolyse.
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Die Ergebnisse der Thioacidolyse von extrazellulirem Zellkulwrlignin (ECL), das nach
verschiedenen Inkubationszeiten mit dem Rhizesphaera kalkhoffii-Elicitor geeraiet wurde
{ECL 3, 5 und 6; Emte 3, § bzw. 6 Tage nach Elicitorzugabe), Holzlignin von Fichte (Picea
sitchensis; SWL) und cinem Dehydrierungspolymerisat, das durch in vitro-Synthese von
Lignin aus Coniferylalkohol und p-Cumarylalkohol (DHP 5, s. T 13.} hergestellt wurde, sind
in Tab. 12 zusammengefaBt, Die Menge an Guajacyl-Hauptprodukt 1 nach Thiocacidolyse war
in den Zellkulwr-Ligninen (291-511 pmol pro Gramm Lignin; Quantifizierung unter
Berilcksichtigung des Ligningehaltes von 35 % (w/w) am Polymer-Trockengewicht) deutlich
niedriger als im Holzlignin (950 pmol pro Gramm) oder dem Dehydrierungspolymerisat
(DHP; 630 umel pro Gramm). Der Anteil chemisch leicht spalibarer B-O-4-Bindungen war
demnach in ECL und DHP relativ gering. Die Ausbeute des aus p-Hydroxyphenyl-Einheilen
gebitdeten Monomers 3 (54-89 pmo] pro Gramm, entsprechend 19-20 % des Guajacyl-
Monomers 1) lag weit iber der bei Holzlignin {1 %) und entsprach etwa jener bei
Kompressionsholz (20 %; Lapierre und Rolando 1988). Der retative Anteil an Coniferyl-
alkohol-Endgruppen (5, 6) war in den ECL-Proben deutlich hsher (16-21 % vom Guajacyl-
Monomer 1) als in SWL (7 %), allerdings niedriger als in DHP (36 %). Der Anteil von
Coniferytaldelyd-Endgruppen (4) lag bei ECL {4-6 % von 1) in der gleichen GréBenordnung
wic bei SWL (4 %), wihrend diesem Strukturmerkmal in DHFP (8 %) eine etwas groBere
Bedeutung zukam. Die Gesamtausbeuie an monomeren Thioacidolyseprodukten ans ECL

wurde zu spiteren Emntezeitpunkten hin grofer.

Tab. 12. Analyse der monomeren Thicacidolyseprodukte von Zellkulturlignin (ECL 3,5 und 6;
Ernte 3, 5 und 6 Tage nach Elicitorzugabe) und Vergleich mit Lignin aus Fichtenholz (SWL),
sowie einem Dehydrierungspolymerisat (DHP 5; 5. IT. 13). Quaniifizierung der Produkie in
pmol pro Gramm Lignin unter Berficksichtigung des Ligningehaltes (35 %o (wfw) fiir ECL,
28 % fiir SWL, 100 % fiir DHP; 5. I L1).

Verbindung ECL 3 ECL 5 ECLG SWL DHP
[umol-g~!] | (umolg1} | fpmotgl] | [pmolg'l) | [pmol-g])
1 291 (100 %) | 451 (100 %) | 511 (100 %) | 90 (100 %) | 630 (100 %)
2 V6% | 266%) | 3107% | 0(5% | 3BE%R
3 54(19%) | 86(19%) | 89(20%) | 9(1%) | 105(17%)
4 N@%) | 296% | 2606%) | 39E4%) | 50E%)
5,6 6% | T7(17%) | %4Q1%) | 68(7T%) | 226(36%)
Gesamtausbeute 472 669 751 1116 1049
Relative Mel % Dimere 31.5 32.3 33.3 25 EX]

Quervernetzung der Ligninbausteine

Die Quantifizierung der durch das Thivacidolyse-Reagens nicht gespaltenen C-C- und
Diarylether-Bindungen, der sogenannten kondensierten Bindungen, wurde durch cine De-
sulfurierung mit Raney-Nickel, bei der die Thioethylgruppen der aliphatischen Seitenkelte
durch Wasserstoff ersetzt werden, erméglicht. Die Strukturen der wichtigsten dimeren Abbau-
produkie und die zugrundeliegenden Bindungstypen im Polymer sind in Abb. 31 gezeigt.
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Abb.31. Dimere Reaktionsprodukte aus Guajocyl-Guajacyl {G-G)-Struktureinheiten nach
Thivacidolyse und Raney-Nickel-Desulfurierung.
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Die Gesamtausheute der filnf mengenmiBig bedeutsamsten dimeren Reaktionsprodukie
von ECL betrug 32-33 % von jener des monomeren Guajacyl-Hauptproduktes 1, bei DHP
wurden 35 %, bei SWL 25 % ermitielt (Tab. 13). Im Vergleich mit SWL wurde in den ECL-
Proben ein deutlich hoherer Gehalt an Dimeren, die aus Pincoresinol-Einheiten gebildet
wurden, festgestellt {(23-24 % gegeniiber Spuren). Die Ausbeule von Abbauprodukten aus B-1-
Struktureinheiten lag fiir ECL dagegen merklich unter dem Wert filr SWL (9-10 9 gegenilber
28 %). Ahnliche Ergebnisse wurden mit DHP erhalten (22 % B-B; 6 % B-1). Produkie aus
B-5-, 5-5- und 4-0-5-Bindungen lagen bei ECL und SWL in ciner hniichen GriBenordnung,
wihrend DHP im Verhzlinis weniger Produkte aus 5-5- und mehr aus B-5-Bindungen aufwies.
Neben diesen Abbauprodukten wurden in ECL geringe Mengen unsymmetrischer p-Hydroxy-
phenyl-Guajacyl (H-G)-Dimere nachgewiesen (8 % der G-G-Dimere). Darunter hatten die
Produkte aus 5-5- und B-2-Einheiten die groBte Bedeutung.

Tab. 13. Analyse der dimeren Produkte nach Thicacidolyse und Desulfurierung von Zell-
kulturlignin {(ECL 3, 5 und 6; Emnte 3, 5 und 6 Tage nach Elicitorzugabe) und Vergleich mit
Lignin aus Fichtenholy (SWL) sowie einem Dehydrierungspolymerisat (DHP 5; 5. I 13).
Quantifizierung der Produkte in ymol pro Gramm Lignin unter Beriicksichtigung des Lignin-
gehaltes (35 % (w/w) fiir ECL, 28 % fiir SWL, 100 % fiir DHF; s. Il 11}

Dimere T+8 9410 11 +12 13 14
Bindungstyp 5-5 B3-5 B-B B-1 4-0-5
Ausbeute der G-G-Dimere [umol-g-!]
ECL 3 237 394 249 9.1 2.8
ECL3 3.7 54.0 334 14.6 6.0
ECL 6 45.1 57.7 41.4 19.4 6.6
Mol % der G-G-Dimere bezogen auf das Guajacyl-Hauptproduke 1
ECL 24-26 35-40 23-24 9-10 3-4
SWL 33 a0 Spuren 28 6.5
DHP 19 54 20 4 3

123 1H-Kernresonanz (NMR)-Spekiroskopie

Der 1H-NMR-Spekiroskopie kommt ein grofer Nutzen bei der Charakterisierung und
Klassifizierung von Ligninen zu (Lundguist 1993). Dabei werden in den meisten Fillen die
Ligninproben zuvor acetyliert und die NMR-Spekiren in dy-Chloroform oder dg-Aceton
aufgenommen. Das extrazelluldre Lignin-artige Polymer aus Fichten-Suspensionskulturen
zeigte weder underivatisiert noch acetyliert eine akzeptable Loslichkeit in gingigen
Lasungsmitteln fiir die NMR-Spektroskopie (s. I 1.2.1). Nur in dg-Dimethylsulfoxid konnie
eine fir die Aufnahme eines 'H-NMR-Spektrums ausreichende Menge des acetylierten
Polymers geltst werden (Abb. 32). Die Zuordnung der NMR-Signale zu den
unterschiedlichen H-Atomen ist in Tab. 14 gezeigt.

Die Signalzuordnung der H-Atome erfolgte anhand der in {Tbersichisartikeln zusammen-
gefaBten Daten (Lundguist 1980; Lundquist und Stern 1989). Als Grundlage dieser Spektren-
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kataloge dienten ausfilhriiche Untersuchungen mit Modellsubstanzen filr die unlerschied-
lichen in Ligninen vorkommenden Bindungstypen. Diagnostischen Wert filr die Charak-
terisierung Lignin-artiger Polymere haben vor allem die folgenden Signale: Acetyliene
aliphatische Hydroxylgruppen (Methylgruppen der Acetylreste bei | .85-2.05 ppm), acetylierte
aromatische Hydroxylgruppen (Methylgruppen der Acetylresie  bei  2,15-2.30 ppm),
aromatische Methoxygruppen bei 3.70-3.85 ppm und aromatische H-Atome bei 6.80-
7.10 ppm. Die chemische Verschiebung sonstiger auftretender Signale licgt in Bereichen, in
denen die Signale weiterer Zellwandkomponenten (Polysaccharide bei 2.70-4.80 und 5.50-
6.00 ppm, H-Atome von Proteinen) aufireten und die Zuordnung erschweren. Der Infor-
mationsgehalt der TH-NMR-Spekiren wird ven jenem der 13C-NMR-Spekiren deutlich iber-
troffen. Wegen der Unempfindlichkeit und der geringen natilrlichen Haufigkeit dieses Kohlen-
stoff-Isotops filr die NMR-Spektroskopie wird allerdings einc groBere Menge Probenmaterial
bendtigt. Die Laslichkeit von ECL in den gingigen NMR-Lésungsmilteln war zu gering, um
13C.NMR-Spekiren mit einer akzeptablen Intensitit und Aufldsung zu gewinnen.

Relative Signalintensitat

Chemische Verschiebung {ppm]

Abb. 32. 1H.NMR-Spektren von acetylierten Proben eines exirazelluliren ligninartigen Polymers aus
Fichten-Suspensionskulturen (A) und Milled-Wood-Lignin von Fichte (B) in dyDimerhylsu!foxid bei
303 K. Die Spektren sind aus Griinden der Ubersichtlichkieit der Darstellung leicht versetzt
abgebildes, Die Numerierung der Signale enispricht den in Tab. 14 wiedergegebenen Zuordnungen zu
den unterschiedlichen H-Atomen,
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Tab. 14. Zuordnung der |H-NMR-Signale eines extrazelluliiren ligninartigen Polymers aus
Fichten-Suspensionskulturen (ECL 5, Ernte 5 Tage nach Elicitorzugabe) und Milled-Wood-
Lignin von Fichte (MWL} in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K. Die aufgelisteten Bindungstypen
sind in den Abb. 30 und 31 gezeigt.

Fignalnunumrj Zuordnung | &[ppml | & [ppm) 5 [ppm}
=" (Lilerator) | (BECL5) (MWL)
1 Kontamination durch Kohlenwassersioffe 1.10-1.30 - 1.23
2 Aliphatisch gebundenes Acetat 1.85-2.05 1.90 1.0
3 Aromatisch gebundenes Acetat 2.15-2.30 222 223
4 Dimethylsulfoxid {Lésungsmittel) 249 249 2.49
5 Methanel (inteme Referenz} 3.28 3.28 3.28
6 Aromatische Methoxygruppen 3.70-3.85 374 374
7 H-y in verschiedenen Strukturen 4.204.30 4.20 422
8 H-y in 8-Q~4- und B-5-Strukturen 4.35-4.40 = S
9 H-B in B-O4-Strukturen 4.60-4.70 - 4.63
10 H-ox in B-B-Strukturen 4.75-4.85 4.80 g
i1 H-o: in B-5-Strukturen 5.45-5.50 - o
12 H-a in B-O-4 und B-1-Strukturen, 6.00-6.20 - -
H-B in Zimtalkohol-Seitenketten
13 Aromatische und Vinyl-H-Atome 6.80-7.10 | 6.80-56.99 | 6.82-7.06
14 Vinyl-H-Atome in 7.35-7.45 - =
Hydroxyzimtaldehyd-Seitenketten
15 Formyl-H-Atome in 9.50-9.65 - -
Hydroxyzimtaldehyd-Seitenketten

1.2.4 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Das FT-IR-Spektrum des extrazeltultiren Polymers aus Fichten-Suspensionskulturen
(ECL) zzigte die fir Lignine charakteristischen Banden, allerdings mit einer unterschiedlichen
Intensitdtsverteilung im Vergleich mit Milled-Wood-Lignin (MWL), welches durch Extrak-
tion und Mazhlen von Holz iber einen lingeren Zeitraum in einer Kugelmiihle gewonnen
wurde (Abb. 33).

Die beobachteten Banden, deren Intensitit und Zuordnung sind in Tab. 15 aufgelistet. Nur
wenige Gruppenfrequenzen konnien zweifelsfrei zugeordnet werden, wie zB. die O-H, C-H
und C=0-Valenzschwingungen oberhalb von 1600em-!, sowie die C=C-Valenz-
schwingungen in Aromaten bei 1510 cm-!. Der C=C-Valenzschwingung bei 1610 corl liegt
allerdings eine Uberlagerung mehrerer Schwingungszustinde zugrunde. Die Interpretation der
Banden unter 1430 cm-! ist recht kompliziert. Fast simtliche Banden in diesem Bereich sind
komplexen Ursprungs (Faix 1993). Die wesentlichen Unterschiede zwischen ECL und MWL
sind im sogenannten Fingerprint-Bereich unterhalb von 1500 cm-l zu finden.
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Abb. 33. FT-IR-Spekiren von Zellkulturlignin (ECL 3; A) und Milled-Wood-Lignin aus
Fichtenholz (MWL; B).

Tab. 15. Zuordnung der FT-IR-Banden von extrazelluliirem Lignin aus Fichten-Suspensions-
kulturen (ECL) und Milled-Wood-Lignin von Fichte (MWL),

| Maxima der Bande | Maxima der
Bande fcm’'] | Zuordnung der Bande nin ECL  |Bandep in MWL
- , Tem'] | Intensivic] [ocm'] | Intensitht
4312-3460 O-H-Valenzschwingung 3411 +++ 3440 +++
30002842 | C-H-Valenzschwingung in 2931 + 2945 +
Methyl- und Methylengruppen
1655-1675 C=0-Valenzschwingung in 1660 + 1662 +
konjugierten para-substituierten
Carbonylen
1620-1635 C=C-Valenzschwingungen in konju- - - o -
gierten Doppelbindungen + Aromat
1593-1610 und | C=C-Valenzschwingungen in 1610 +++ 1607 ++ o+
1505-1513 Aromaten 1522 ++
1460-1470 asymmetrische C-H-Deforma- 1465 ED 1470 -
tionsschwingungen in  Methyl
und Methylengruppen
1420-1435 C=C-Valenzschwingungen in 1421 ++ 1431 ++
Aromaten
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Fortsetzung Tab. 15, Zuordnung FT-IR-Banden von ECL

Maxima der Bande | Maxima der
Bande [em™] |Zuordnung der Bande nin ECL Banden in MWL
) [cai'] |Intensitit| [emi”] | Tntensitit
1370-13%0 symmetrische C-H-Deformations- | 1378 + 1381 +
schwingungen in Methyl- und
Methylengruppen
1325-1330 | G-Ring iiber C-C-Bindung 1330 + 1330 +
verknilpft
1266-1270 G-Ring; C=0-Valenzschwingung 1270 + 1270 +
1221-1230 C-0-, C=0-Valenzschwingungen 1230 + 1228 +
1140 aromatische C-H in plane-Defor- 1144 ++ 1140 +++
mationsschwingung; typisch fiir
G-Einheiten
1128-1125 | C=0-Valenzschwingung 1130 + e =
1086 C-O-Deformationsschwingung in 1075 +4+ 1080 +
sekundiren Alkoholen
1030-1035 aromat. C-H in plane-Deformations- 1026 4+ 1030 4+
schwingung in G-Einheiten: C-O-De-
formationsschwingung in prim.
Alko-holen; C=0-Valenzschwingung
(nicht konjugiert)
966-990 -HC=CH- out of plane-Deforma- 962 + - -
tionsschwingung
915-925 C-H out of plane-Deformations- 9215 — - -
schwingung (aromatisch}
853-858 C-H out of plane-Deformations- 853 + 860
schwingung in G-Einheiten
817-832 C-H out of plane-Deformaions- 828 + B25
schwingung in G-Einbeiten

1.2.5 Elementaranalyse

Dic Analyse der elementaren Zusammensetzung des extrazelluliren Polymers aus Fichten-
Suspensionskulturen (ECL 3, 5 und 6; Emte 3, 5 und 6 Tage nach Elicitor-Zugabe) wies im
Vergleich zum Lignin aus Fichtenholz (Milled-Wood-Lignin von Picea abies, erhalten nach
intensivern Mahlen in einer Kugelmithle (MWL) einen recht niedrigen K.ohlenstoff- (< 50 %
gegenilber ca. 62 %) und einen hohen Sauerstoffgehall (>40 % pgegeniiber ca. 30 %) auf
(Tab, 16). Eine vergleichbare Verteilung der Elemente wurde bei Holzspinen von Fichie
(ca. 47 % C, ca. 46 % O) gefunden. Bemerkenswert hoch war der Anteil von Stickstoff in den
ECL-Proben (3.5-4.0 % gegenilber 0.8 % bei MWL). Dieser Stickstoffgehalt entspriiche, unter
der Annahme, daB simdicher Stickstoff auf das Vorkommen von Aminosduren zurick-
zufifhren wire, einem Proleingehalt von ca. 32 % (w/w) (laut Lehninger (1970) betréigt der
Anteil von Stickstoff in Aminosiuren statistisch ca. 12 %).
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Tab. 16, Elementare Zusammensetzung eines extrazelluliiren Polymers aus Fichten-Suspen-
sionskulturen (ECL 3, 5, und 6; Emnte 3, 5, und 6 Tage nach Elicitor-Zugabe), Milled Wood
Lignin von Fichte (MWL) und Holzspénen von Fichte®.

Probe C H 8] N
ECL3 49.6 59 41.1 33
ECL 5 44.3 6.1 45.8 3.8
ECL 6 44.4 6.0 45.6 4.0
MWL 62.4 5.5 312 0.8
Holzspine 473 6.3 45.8 0.6

#  Elementaranalyse durchgefiihn von Freu S, Fritsch und Herm Dr. H. Lerche (Instilut filr Lebensmittelchemie
der Ludwig-Maximilians-Universlut Minchen).

1.2.6 Aminosdureanalyse

Der recht hohe Stickstoffgehalt im extrazelluliren Polymer aus Fichten-Suspensions-
kulturen (ECL) blieb auch erhalten, wenn verschiedene Proteasen (Pronase E als Exoprotease,
Trypsin und Chymotrypsin als Endoproteasen) zum Abbau von Aminosburen eingesetzt
wurden. Wegen dieser Resistenz gegenilber enzymatischem Verdau wurde eine chemisch-
hydrolytische Methode zur Solubilisierung der Aminosiuren verwendet. Dazu wurde ECL
(ECL 3, 5 und 6; Emie 3, 5 bzw. 6 Tage nach Elicitor-Zugabe) in konstant siedender 6 M HCI
hydrolysien. Nach Uberfilhrung der Aminostiuren in die entsprechenden Phenylthio-
carbamoyl-Derivate wurden diese miltels HPLC aufgetrennt und guantifiziert (Abb. 34).

Extinktion bei 280 nm
7
6 89 1w U 16
3 5 12 It] 15
04 24
3
1
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Abb. 34. HPLC-Chroma- ‘
togramm eines Aminosdure- 10
hydrolysates {Aminoséure- 0.0 - el 5
Phenylthiccarbamoylderi- o 5 10
vate) des extrazelluldren
Polymers aus Fichten-Sus-
pensionskulturen (Detekti-
on bei 280 nm). Retentionszeit {min]
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ECL wies einen hohen Anteil an Hydroxyprolin (26-31 %), Prolin (11-13 %), Serin (9-
11 %), Lysin (7-9 %), Glycin (7-8 %) und Valin (6-8 %) auf. Eine dhnliche Aminosaure-
Zusammensetzung wurde auch fiir gereinigte Zellwandproteine (Extensine) aus priméren
Zeliwinden von Acer pseudoplatanus (Lamport und Northcole 1960) und aus Holz von Pinus
taeda (Bao et al. 1992) beschrieben (Tab. 16).

Tab. I6. Aminosdurezusammenseizung [Mol %] eines extrazelluliiren Polymers aus Fichien-
Suspensionskulturen (ECL 3, 5 und 6; Emnte 3, 3 und 6 Tage nach Elicitor-Zugabe) und Ver-
gleich mit gereinigren Extensinen aus Acer pst:udciplalanusl und Pinns taeda’ (Pealoum-
merierung wie in Abb. 34).

! Mol % der Aminosiure
Pealr | Aminosiiure ECL3 | BCL5 | ECL6 | Extensin' | Extensin®
1 |Hydroxyprolin 34 30.5 26.2 29.2 11.5
2 | Asparaginsdure/Asparagin n.d. nd. 1.5 0.0 8.1
3 | Glutaminsiure/Glutamin 4.1 4.1 4.8 2.9 32
4 | Serin 10.3 10.9 93 6.8 6.3
5 | Glycin 74 72 1.7 20 1.9
6 |Histidin 2.2 1.9 19 6.0 0.8
7 | Arginin 14 1.1 i5 0.6 22
8 | Threonin 4.6 4.6 5.1 4.5 4.8
9 | Alanin 4.5 5.0 5.4 4.1 6.4
10 | Prolin 12.0 12.6 10.8 14.2 24.0
11 |Tyrosin 1.2 1.3 2.0 4.6 4.1
12 | Valin 6.5 6.5 1.5 6.5 5.7
13 |Isoleucin 2.1 1.2 30 0.9 1.3
14 |Leucin 2.6 22 39 1.8 30
15 | Phenylalanin 1.2 1.5 1.8 0.7 1.5
16 |Lysin 8.5 8.6 6.9 14.9 B.5

*+  Aminosdurchydrolyse und -analyse durchgefilhrt von Dr. M, Eulitz (GSF - Institut filr klinische Molekular-
biologie, Minchen),

12.7 Kohlenhydraianalyse

Der Gesamtgehalt an Neutralzuckem betrug in séimtlichen Proben des extrazelluldren
Polymers aus Fichten-Suspensionskulturen (ECL) nach MaBgabe der Anthron-Methode
(Avyers et al. 1976) ca. 14 % (wiw). Ein Uronséureanteil konnte mit Hilfe der Methode von
Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) nicht nachgewiesen werden (die Nachweisgrenze
der Methode lag bei ca 03 % (w/w)). Eine Hydrolyse von ECL bei 125°C in
unlerschiedlichen Konzentrationen von Trifluoressigsiure setzte nur einen kleinen Teil 05 %
(w/w) der Zucker frei. Die Resultate ciner Analyse der Monosaccarid-Zusammenselzung in
cinem Zuckeranalysator (LC 2000, Biotronik, Hamburg} nach Fengel und Wegener (1979)
sind in Tab. 17 gezeigt.
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Tab. I7. Analyse der Monosaccarid-Zusammensetzung von ECL nach Hydrolyse in Trifluor-
essigsture in einem Zuckeranalysator,

Monosaccharid | Galactose Glucose Arabinose
hydrolysierte Menge [% (wiw)] 0.2 0.2 0.1

Das Vorkommen von Cellulose-Gerilstfibrillen in Zzllwinden von Pflanzen 1Bt sich
wegen der optischen Anisotropie dieser Strukturen mit Hilfe der Polarisations-Mikroskopie
nachweisen, Darin unterscheidet sich das Cellulose-Gerilst von den isolrop-amorphen
Zeltwand-Hemicellulosen und Lignin-Inkrusten. Der Vergleich einer polarisationsmikros-
kopischen Aufnahme des extrazellultiren Polymers aus Fichten-Suspensionskulturen mit einer
Zellstoffprobe als Referenz ist in Abb. 35 gezeigt. In der Zellstoff-Probe wurde die
Kristallallinitit durch das Auftreten unterschiedlicher Farben nach Doppelbrechung des
eingestrahlten Lichts sichtbar. Mit ECL waren solche Effekte nicht sichtbar. Demnach enthilt
ECL keine kristallinen Komponenten wie Cellulosefibrillen.

Abb. 35. Polarisationsmikroskopische Aufnohme von ECL (A} und Zellstoff (B). Die Proben
wurden zuvor auf einem Objekitriger mit bidest. Wasser befeuchtet. Durch Drehung einer
Polarisatorlinse wurde ein Winkel von 90° zur Analysatorlinse eingestellt. Nur doppelt ge-
brochenes Licht erreicht dann den Analysator.

1.2.8 Gelpermeationschromatographie (HPSEC)

Die Molekulargewichtsverteilung des extrazellnliren Polymers aus Fichten-Suspensions-
kulturen (ECL) wurde mittels HPSEC bestimmt. Dabei wurde zum einen eine HPSEC-Stule
auf Dextranbasis mit Nalriumphosphatpuffer (0.1 M, pH 11) betrieben (Abb. 36 A; diese
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Bedingungen wurden auch von Brunow et al. (1990) fir die HPSEC-Analyse eines
extrazelluliren Lignin-artigen Polymers aus Fichten-Suspensioinskuliuren verwendet) und
zum anderen eine Sdulenkombination (unterschiedliche Porenweite des Trigermaterials) mit
Polystyrol / Divinylbenzol als stationtrer Phase und Dimethylformamid (DMF) als Laufmittel
(Abb. 36 B) verwendet. Die Molekulargewichtsvericilung von ECL 3 (Emte 3 Tage nach
Elicitor-Zugabe) und einer Zeliwandprobe aus Fichtenholz (SWL} war fiir beide Lauf-
mittelsysteme recht shnlich. ECL 3 wies zwei Maxima mit ca. 16500 KDa (Hauptpeak) und
ca, 2.0x 105KDa im Phosphatpuffer-System auf. Mit DMF als Eluens wurden 7050
{Hauptpeak) und 1.4 x 106 KDa ermittelt, SWL zeigte im Phosphatpuffer-System Maxima bei
14100 (Hauptpeak) und 2.2 x 105 KDa, in DMF wurden 2700 (Hauptpeak) und 1.2 x 106 KDa
bestimmt (keine Abb.). Die Kurvenverldufe und Molekulargewichtsmaxima fiir ECL 5 und 6
(Emte 5 bzw. 6 Tage nach Elicitor-Zugabe) waren mit ECL 3 fast identisch. In keiner
Polymerprobe wurden niedermolekulare Anteile nachgewiesen.

Extinktion bei 280 nm [rt:lati\:ie8 'I?Einheilen]
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Abb. 36, Molekularge- B

wichisverteilung eines L300 5400

extrazelluliiren Polymers [ Jeo0 [1e300 Ry
aus Fichten-Zellkulturen C T 7 T T ]
{ECL 3; Ernte 3 Tage nach
Elicitor-Zugabe) durch 04 |
HPSEC mit zwei ver-
schiedenen Laufmittel- -
systemen: A DMF-System,
B Phosphatpuffer-System 02 |
(Details siehe I 10.7). Die
Molekulargewichie der -
Polystyrol- (filr System A]
und Polystyrolsulfonat- 0.0 . ! ‘
(fiir System B) Standards 0 10 20 30 40
sind als Pfeile einge-
zeichnet, Molekulargewicht [kDa x 103]
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1.2.9 Alkalische und saure Hydrolyse

Fiir die Analyse von hydrolylisch zugiinglichen Bestandteilen des extrazellultiren Polymers
aus Fichten-Suspensionskulturen (ECL) wurde das ligninartige Material bei 80°C fiir 4 h in
0.1 M NaOH und anschlieBend bei 100°C filr 4 h in 6 M HCI hydrolysiert. Die bei den zwei
Hydrolyseschritten freigesetzten Substanzen wurden unabhiingig voneinander mittels Dioden-
Array-HPLC in einem Methanol/Wasser-Gradienten anfgetrennt und charakterisiert (Abb. 37).
Diese Daten wurden mit jenen von gecigneten Standards verglichen (Tab. 18).

Exlinktion bei 280 nm
A ] [
1.0 4 r
0.5 1 i
0.0 +J -
T T L]
0 10 2 30 40
B

Abb. 37. HPLC-Chroma-
togramme von Substanzen, ]
die hydrolytisch aus dem 1.0 -
extrazelluliiren Polymer 1
der Fichten-Suspen-
sionskulturen freigesetzt ]
wurden. (A) 0.1 M NaOH 05 - -
bei 80°C (4 h), (B) 6 M
HCI bei 100°C (4h). b
Messung der Absorption
bei 280 nm, fiir Fluores- 0.0 A an \
zengmessung Anregung J ! y 40
bel 300 nm, Emission 0 10 2 30
bei 400 nm. Retentionszeit [min]
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Tab. 18, Vergleich der Eigenschaften der aus dem extrazelluldren Polymer von Fichten-Sus-
pensionskulturen unter hydrolytischen Bedingungen freigeseizten Substanzen mir Standards
von verschiedenen Zellwandphenolen mittels Dioden-Array-HPLC,

gignnhnm1w 280 %J /
= g ik i voreszenz (. 3
,Rete[:::?nr;smt Zuordoung Emnmmumm Eaission 400 nm) gung A0 nm,
Alkalische Hydrolyse {80°C, 4 h)
12 ? 260 1.67
10.0 ? 258 1.07
16.4 7 266 keine Fluoreszenz
176 ? 276 keine Fluoreszenz
212 ? 280 0.85
223 ? 286 keine Fluoreszenz
24.5 Vanillin 278, 306 17.8
Saure Hydrolyse (100°C, 4 h)
1775 | 7 [ 276 ] keine Fluoreszenz
Standards verschiedener Zellwandphenole
12.3 Tyramin 274 keine Fluoreszenz
19.3 p-Hydroxybenzoesiure 275 keine Fluoreszenz
215 p-Cumarylalkohol 258 keine Fluoreszenz
21.% p-Hydroxybenzaldehyd 280 keine Fluoreszenz
24.1 Coniferylalkohol 265, 300 0.32
24.8 Vanillin 280, 309 16.23
254 p-Cumnarsgure 290,310 546
26.5 Ferulasidure 287,315 5.33
31.2 Kaempferol-3-O-glucosid 265, 350 keine Fluoreszenz

Die hydrolysierten Substanzen aus ECL konnten im wesentlichen nicht den verwendeten
Standards zugeordnet werden. Einzig Venillin wurde mit hoher Wahrscheinlichkeit durch
alkalische Hydrolyse aus ECL freigesetzt. Diese Zuordnung wurde zusitzlich durch Co-
Einspritzung des Vanillin-Standards zum ECL-Hydrolysat in der HPLC bestitigl.

13  Untersuchungen zur Biosynthese des extrazelluléiren Polymers
131 Dehydrierungspolymerisate als Modellsysteme

Zur Simulation der Bedingungen wihrend der Biosynthese von Ligninen wurden
verschiedene Ansitze zur in vitro-Synthese von Ligninen, sogenannte Dehydrierungs-
polymerisate, verwendel Auf diese Weise sollten Hinweise beziiglich der Voraussetzungen
filr die Synthesc eines erhthten Anteils von kondensierten Bindungen, wie sie im
ligninartigen Polymer aus Fichien-Suspensionskuluren zu finden sind, gewonnen werden.
Dabei wurden zum einen Coniferylalkohol (DHPs 1-7) und zum anderen eine Mischung aus
Coniferylalkohol und p-Cumarylalkohol als phenolische Substrate fiir die Polymerisation
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eingesetzt (DHPs 8-14). DHP 1 wurde in leichter Abwandlung nach einer Vorschrift von
Freudenberg (1968) aus Coniferylalkohol und HyO, unter Katalyse von Meerrettich-
Peroxidase synthetisiert. Fir DHP 2 wurde H,0, ir sim mittels der Oxidation von Glucose
durch Glucose-Oxidase erzeugl. Der von Glucose-Oxidase fir die Bildung ven HyO,
benitigle Sauerstoff wurde langsam iber eine Glaskapillare in die Reaktionsldsung eingeleitet
(ca. 60 Blasen pro Minute). Dadurch sollte eine niedrige aktuelle Konzentration von HyO9 am
Syntheseort erreicht werden. Eine in sire-Erzeugung von Coniferylalkohol wurde durch
Einwirkung von B-Glucosidase auf Ceniferin, das Glucosid von Coniferylalkohol emeicht
{DHP 3). Somit sollte die akwelle Konzenmation des zweiten Substrats méiglichst niedrig
gehalien werden. In DHP 4 wurden beide Ansdtze (s. DHPs 2 und 3) zur Reduktion der
aktuellen Substratkonzentrationen vereinigt, das heiBt, sowohl die HpOo-Produktion durch
das enzymalische System Glucose-Oxidase/Glucose als auch die Coniferylalkohol-Synthese
mittels des B-Glucosidase/Coniferin-Systems fanden Verwendung. Des weitcren wurden
Enzympriparationen aus dem Medjum (DHP 5), ven ionisch an die Zellwand gebundenen
(DHP 6) und zelluldren (DHP 7) Enzymen der Fichten-Suspensionskultur zur DHP-Synthese
eingesetzl. Das gleiche Procedere wie fiir die DHPs 1-7 beschrieben wurde mit
p-Cumarylalkohol als weiteremn Substrat wiederholt (DHPs 8-14). Der Anteil des eingesetzien
p-Cumarylalkohol betrug in sémtlichen Féllen 19 % von Coniferylalkohol und spiegelte damit
in etwa den molaren Anteil von den im extrazelluliren Polymer aus Fichten-Sus-
pensionskulturen nachgewiesenen p-Hydroxyphenyleinheiten wieder (s. IT 1.2.2).

Thioacidolyse und Desulfurierung

Zur Charakterisierung der Dehydrierungspolymerisate (DHPs) wurde wie schon unter
IH 1.2.2 fur die Analyse des Zellkulturligning die Thioacidolyse genutzt (Zuordnung der
Produkte siche ebenfalls TH 1.2.2). Die Quantifizierung der monomeren Thioacidolyse-
Abbauprodukie licfert Informationen dber die Zusammensectzung des Polymers aus den
unterschiedlichen Monolignolen und das Vorkemmen ven Hydroxyzimtalkehol bzw.
-aldshyd-Seitenketten, wihrend dimere Produkie die relative Bedeulung der verschiedenen
quervemnetzenden Strukiureinheiten wiederspiegeln. Die Ausbeute des Hauptproduktes det
Thicacidolyse 1 lag vor allem filr die DHPs, die mit Zellkultur-Enzymen synthetisiert wurden,
deutlich unter jener der sonstigen DHPs (Tab. 19 A, B). Charakteristisch filr simtliche DHPs
war der im Vergleich zu Holzlignin (SWL) recht hohe Anteil (> 20 % gegenilber 7 %) an
Coniferylalkohol-Endgruppen (5 + 6). Ansonsten war dic Monomer-Zusammensetzung jener
von SWL sehr shalich. In den DHPs 8, 9 und 13 war der Gehalt an p-Hydroxyphenyl-
Monomer 3 (17 % des Guajacyl-Hauptproduktes 1) in etwa gleich dem filr die Synthese
eingesetzten molaren Anteil von p-Cumarylakoho! (19 %). In den DHPs 10 und 11 war der
relative Anteil von 3 recht niedrig (3 %), in den DHPs 12 (zelluléire Enzyme aus der Fichten-
Suspensicnskaltur; 57 %) uad 14 (extrazellulire Enzyme aus der Zellkultur; 33 %) deutlich
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haher als das molare Verhilinis der eingesetzten Substrate. Der Einbau von p-Cumarylalkohol
als zweitem Monomer verinderte das Verhiltnis der einzclnen Thioacidelyseprodukte

zueinander nur unmerklich.

Tub. 19. Analyse der monomeren Thicacidolyse-Produkte von Dehydrierungspolymerisaten
(DHPs; A: DHP 1.7, B: DHP §-14). Fiir Detailinformationen siehe Text, Die Strukiuren dar
Thivacidolyse-Monomere 1-6 sind bei 11 1.2.2 abgebilde!.

A (Coniferylalkohol als Monolignol)

Verbindung DHP 1 DHP 2 DHP 3 DHP 4 DHP 5 DHP 6 DHP 7
{umol g3 | | [imol g"11 | (pmot g1 | [umot g!] | jumol g1} fumal g1 | fpmol g1
1 630 620 600 430 260 45 105
(100%) (100%) (100%} (100%) (100%) {100%) (100%)
2 16 (3%) 25 (4%) - 10 2%) - “ -
4 41 (7%} 41 {(7%) a8 (6%) 18 (4%) 17 (7%) I (7% 7 (7T%)
56 220 (35%) | 168 (27%) 119 (20%) | 90(21%) | &4 (25%) | 14 (31%) 29 (28%)
Ausbeute 907 854 157 548 341 62 141
L‘."LDimere 38 37 31 36 35 38 35

B (Coniferylalkohol und p-Cumarylalkohol als Monolignole)

Verbindung | DHP & DHPO | DHP10 | DHP 11 | DHPI2 | DHP13 | DHP14
umol 2-1] | [umot g1 | [pmol g1 | fmol g1 | [mot g1 | fpmol g1} (pmol &1
1 500 620 490 480 67 42 52
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) (100%)
2 21 (4%) | 18(3%) | 14(3%) | 1503%) | 2(3%) 2 {5%) 2 (4%)
3 §3(17%) | 101 (16%) | 15(3%) | 15(3%) | 38(57%} | 2(21%) | 17 (33%)
4 33(7%) | 55(9%) | 31(6%) | 34 (7%) | 4(6%) | 4(10%) | 5(10%)
56 143 (30%) | 191 (31%) | 204 (42%) | 189 (9% | 32 (48%) | 14 (3%) | 917%)
Ausbeule 786 985 754 733 143 71 85
% Dimere 31 31 n.q. 25 n.q. n.q. n.q.

n.g- = nicht quantifizierbar.

Der Anteil dimerer Thioacidolyse-Reaktionsprodukte bezogen auf das Guajacyl-Mono-
mer 1 variierte zwischen 25 und 38 %. Wegen der geringen Probenmenge konnten allerdings
dimere Sirukturen in den DHPs 10 und 12-14, wo der Dimeranteil besonders niedrig lag, nicht
akkurat quantifiziert werden. In den sonstigen DHPs lag der Dimeranteil meist liber 30 % und
war damit hoher als im Holzlignin der Fichte (SWL; 25 %). Dies weist auf das Vorkommen
eines recht hohen Anteils von hydrolytisch schwer zuginglichen, sogenannten kondensierien
Bindungen, hin. Der relative Anleil an 8-1 (4-10 %)- und 4-0-5 (2-3 %)-Struktureinheiten war
vergleichbar mit dem extrazelluléren Polymer aus Fichten-Suspensionskulturen (ECL; 9-10 %
8-1, 3-4 % 4-0-5) und lag deutfich unler dem Wert in SWL (28 % B-1, 6.5 % 4-0-5; Tab. 20).
Dic relative Ausbeute von B-B-Strukiuren variierte bei den DHPs zwischen 13 und 23 % und
lag damit unter dem Wert von ECL (23 24 %), jedoch hher als in SWL (Spuren). Jene DHPs,
bei denen die aktuelle Keonzentration an Substraten erniedrigt wurde {DHPs 2-4 und 9-11),
zeigten einc gegeniiber der Standardprozedur (DHP 1) emiedrigten Gehalt an B-B-Strukturen
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(13-19 % gegeniiber 20 %). Der Anteil an B-5-Einheiten erreichte in den DHPs Werte von 48-
62 % und war damit hoher als in SWL (30 %) und ECL (35-40 %). In jenen DHPs, die mit
Enzympriiparationen aus den Fichten-Suspensionskuituren synthetisiert wurden (DHPs 5-7),
lag die relative Ausbeute an B-5-Dimeren unterhalb der in den sonstigen DHPs. Der relative
Gehalt an 5-5-Struktureinheiten variierte in den DHPs zwischen 7 und 29 % und lag damit
deutlich niedriger als in SWL (33 %) und ECL (24-26 %). In den mit niedrigen aktuellen
Substratkonzentrationen (DHPs 2-4) und Zellkultur-Enzymen (DHPs 5-7) synlhetisierten
Polymeren lag der Gehalt an 5-5-Einheiten mit 22-29 % relaliv nah am Wert von SWL und
ECL.

Tab. 20. Analyse der dimeren Thioacidolyse-Produkie von Dehydrierungspolymerisaten
(DHPs). Fidr Detailinformationen siehe Text. Die Strukturen der Thicacidolyse-Dimere 7-14
sind unter I 1.2.2 abgebildet.

‘Dimere [ T+8 9410 11412 13 14

Bindungstyp | 55 85 | B8 8-1 4-0-5

Relative Mol % der G-G-Dimere
DHP 1 19 54 20 4 3
DHF 2 29 50 13 5 3
DHP 3 23 54 14 8 2
DHP 4 22 53 17 [ 2
DHP 5 22 48 23 5 2
DHP 6 23 48 23 5 2
DHP 7 20 55 17 6 2
DHF 8 14 60 16 B 2
DHP 9 7 62 19 10 2
DHP 11 20 58 15 5 2

1.g. = nicht quantifizierbar,
Bestimmung der Molekulargewichisverieilung

Die Molekulargewichtsverteilung wurde fiir siimtliche DHPs mittels HPSEC bastimmt.
Dabei wurde eine Siulenkombination auf der Basis von Polystyrol/Divinylbenzo) als
staliondrer Phese mit Dimethylformamid als Laufmittel verwendet. In keinem der
synthetisierten DHPs wurden niedermolekulare Bestandteile (mit einem Molgewicht kleiner
1000 Da) nachgewiesen, Die Polymere eluierten als breite Peaks mit Molekular-
gewichtsmaxima zwischen 7 und 12 kDa. Damit war die Molekulargewichtsverteilung der
DHPs im Bereich von 2-15kDa jener vom extrazelluliren Polymer aus Fichten-
Suspensionskulturen (ECL) und Fichienholz (SWL) recht fhnlich. Allerdings wiesen die
DHPs, im Gegensatz zu ECL und SWL, kein weiteres Maximum im héhermolekularen
Bercich (> 100kDa) auf. Drei charakieristische Chromatogramme von DHPs sind
stellvertrelend in Abb. 38 gezeipt.
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Extinktion bei 280 nm

M, = 10100

04 8
0.2 E

Abb, 38. Molekularge-
wichisverteilung von De-
hydrierungspolymerisaten, 0.0 .
ermittelt durch HPSEC im ) ) . .
DMF-Laufmirttelsystem ' ! ' !
(Detals siehe Text). Kata- My = 11800 C

lyse der Polymerisation
durch Enzympriparationen
aus Fichien-Suspensions-
kulturen.

A zelluldre Enzyme

B ionisch-gebundene Enzyme
C extrazelluldre Enzyme
Die Molekulargewichte der
Polystyrol-Standards sind als
Pfeile eingezeichne.

5 10 15 20

Molekulargewicht [kDa x 103]

132 Auswirkung der Elicitorbehandlung auf die Akkumulation phenolischer
Inhaltssioffe

Die Analyse phenclischer Inhaltsstoffe in Zellen, der Zellwand und im Kulturmedium von
unhehandelten und Elicitor-induzierten Fichien-Suspensionskulturen sollte die Frage kldren,
ob Vorstufen der Ligninbiosynthese in diesen Fraktionen auftreten und damit Hinweise auf
die Lokalisation der Synthesevorstufen des extrazelluliren ligninartigen Polymers (ECL) zu
erhalten wiiren. Ein reprisentatives HPLC-Chromatogramm eines meihanolischen Extraktes
der Zellen aus einem unbehandelten Kontrollkolben ist in Abb. 39 gezeigt. Die Zuordnung der
anftretenden Peaks wurde durch Verglkich der Dioden-Array-Spekiren mit jencn von
geeigneten Standards und anschlieBende Co-Chromatographie erreicht (Tab. 21).




IT. ERGEBNISSE 98

A B
Extinktion bei 280 nm Fluoreszenz { Anregung 300 nm, Emission
[relative Einheiten] 400 nm) [relative Einheiten)

0.4 1 F 207

0.2 ] p 10

0.0 WLJLL— 0.0 MUL

T T T T

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Retentionszeit [min]

Abb. 39. HPLC-Chromatogramm eines methanolischen Extraktes aus Fichtenzellen (A Ex-
tinktion bei 280 nm; B Fluoreszenz, Anregung bei 300 nm, Emission bei 400 nrm).

Tab. 21. Eigenschaften von (A) Inhaltsstoffen in methanolischen Extrakien von Fichten-
Suspensionskulturen und (B) Standards von Inhaltssigffen der Fichte. Zuordnung mittels
Dioden-Array-HPLC in einem Methanol/Wasser-Gradienten.

SignalinteoiAt UV (280 ) /

Retentionszeit Znordnung | Extinktionsmaxi- { Fluoreszenz (Anregung 300 nm,

[imin] rmm [om] ‘Emission 400 nm)
Methanclischer Extrakt

13.6 ? 270 keine Fluoreszenz

22.8 ? 278 keine Fluoreszenz

25.1 Aslringin 302,324 0.13

279 Isorhapontin 302,324 0.13

287 ? 267

30.7 7 280 1.74
Standards phenolischer Inhalisstoffe ven Fichte

184 Picein 266 keine Fluoreszenz

9.2 Catechin (Flavanol) 273 8.66

20.6 Caniferin (Phenylpropanghucosid) 292 0.31

22.5 p-Cumarylalkohol (Phenylpropan) 258 1.75

24.6 Coniferylatkohol {Phenylpropan) 262 0.25

25.1 Astringin (Stitben) 302,324 013

219 Isorhapentin (Stilben) 02, 324 0.13

295 Matairesinol (Lignan} 282 keine Fluoreszenz

32.1 Pinoresinol (Lignan} 280 5.03
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Neben einigen bisher noch unbekannten Substanzen kennten nach MaBgabe der
Ergebnisse aus der Dioden-Array-HPLC die Stilbene Astringin vnd Isorhapontin nachge-
wiesen werden. Die Strukturen beider Stilbene sind in Abb. 40 wiedergegeben.

HOH,.C ] OH HOH,C o OM
oY /S\//gfo L
HDMH °“ HOfto oH °M°
oH oH

Asiringin [sorhapontin
(3,53 A Tetrahydroxywlilben-3-0-8-D-glucosid) (3,5A‘-Tﬁhydmxy-:i'-mcuwxysﬁlbené-O-B—D-sluclmd)

Abb, 40. Bezeichnung und Strukturen der in Fichten-Zellkulturen nachgewiesenen Stilbene.

Die Auswirkung der Elicitor-Behandlung (1.0ml Elicitorlosung pro 35 ml Zell-
kultormediom, s. I 1.1) auf die Mengen von Astringin und Isorhapontin in methanolischen
Extrakten von Fichtenzellen ist in Abb. 41 dargestellt. Fir beide Stilbene wurde eine
Abnahme der Konzentration im Kulturverlauf der unbehandelien Kontrollkulturen beobachtet
{Astringin von 30 auf 25 nmol pro Gramm Frischgewicht, Isorhapontin von 5 auf 4 nmol pro
Gramm Frischgewicht). Die Elicitor-Zugabe verstirkle diese Abnahme auf 16 nmol pro
Gramm Frischgewicht (Astringin) bzw. 3 nmol pro Gramm Frischgewicht (Isorhapontin).

30 .

Abb. 41. Elicitor-induzierte
Abnahme der Konzentration von
Astringin und Isorhopontin in
methanolischen Extrakten von 0
Fichten-Suspensionskulturen.

10 - —l

Stilbene [nmol pro g FW)

Symbole:—v- Astringin (Kontrolle); 0 1 1 1 1 i L )
~v- Astringin (Elicitor-Bahandlung); [1] 1 2 3 4 5 6 7
-0~ Isorhapontin {Kontrolle); .
-e~ Isorhapontin (Elicitor- Tage nach Elicitor-Zugabe

Behandlung).
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Auch die Konzentrationen der weiteren Methanol-extrahierbaren Inhalisstoffe nahmen im
Verlauf des Experiments in Kontrollkulturen, mit Ausnahme der Substanz bei 22.8 min, ab
{Abb. 42). Nach Elicitorzugabe gingen die Konzentration aller dieser Substanzen um einen
Faktor von ca. 1.} zuriick. Die Substanzmengen kénnen nur in relativen Flicheneinheiten bei
HPLC-Detektion (280 nm; bezogen auf 200 mg Einwaage) angegeben werden, da deren
Identitét bisher nicht anfgeklart ist.

[
th
T
!

Abb. 42. Elicitor-induzierte Ab-
nahme der Konzentration ver-
schiedener Inhaltsstoffe in metha-
nolischen Extrakten von Fichten-
Suspensionskiltiren.
Symbale: - Ry 13.6 min (Kensrolle);
* R, 13.6 min (Elicitor-Behandlung);
= R, 22.8 min (Kontrolle);
“* R, 22.8 min (Elicitor-Behondiung); oL 7 n \ . 1 , 0
“O- R, 28.7 min (Kontrolle);
-& R, 28.7 min (Eliciter-Behandlung) 48 & d 6 Uy
& R; 30.7 min (Kontrolle); Tage nach Elicitor-Zugabe
& R; 30.7 min (Elicitor-Behandlung).

g
[
T

L/ﬁ/

Inhaltsstoffe
{Peakflache pro g FW]

Nech alkalischer Hydrolyse von Zellwandpriiparationen aus Fichten-Suspenionskulturen in
0.1 M NaOH bei 80°C filr 4 h wurden im Hydrolysat mittels Dioden-Array-HPLC drei bisher
nicht identifizierte Hauplkomponenten (Rt 12.6, Rt 12,9 und Rt 27.5 min) detekiiert (Tab.
22), deren Konzentrationen sich im Kulturverlaof kaum verinderten (Abb. 43 A). Die
Elicitor-Behandlung fiihrte zu ciner leichten Konzentrationsabnahme simtlicher alkalisch
hydrolysierbarer Substanzen um den Fakior 1.1. Eine nachfolgende saure Hydrolyse des
Riickstands nach alkalischer Hydrolyse in 5 M HCI bei 100°C fiihrte zur Freisetzung einer
weiteren Komponente (Rt 16.3 min; Tab. 22), deren Gehalt dber den Kullivierungszyklus um
den Faktor 2.3 anstieg (Abb. 43 B). Nach Elicitorbehandlung fiel dic Konzentrationen der
sauer hydrolysierten Substanz im Verlauf des Experiments auf ca. 60 % des Wertes in den
Kontrollen. Im Medium der Fichten-Suspensionskulturen wurde das Vorkommen von drei
nicht identifizierien mit Ethylacetat extrahierbaren Hauptkomponenten mittels Dioden-Array-
HPLC belept (Tab 22). Die Konzenirationen der drei Substanzen stiegen im Verlauf des
Kulturzyklus' leicht (Fakior 1.5 filr Rt 30.1 min) bzw. deulich (Faktor 8.3 fiir Rt 34.0 min;
Faktor 11,6 filr Rt 34.8 min) an. Nach Elicitor-Zugabe war die Endkonzentration der aus dem
Medijum extrahierten Inhaltsstoffe dhnlich der in Kontrollkulturen (Rt 30,1 min) bzw. deutlich
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niedriger (Faktor 2.8 filr Rt 34.0 min; Faktor 3.5 filr Rt 343.8 min; Abb. 43 C). Die
Substanzmengen kénnen nur in relativen Flicheneinheiten bei HPLC-Detektion (280 nm;
bezogen auf mg Zellwandmaterial) angegeben werden, da deren Tdentitit bisher nicht
aufgeklirt ist.

T 1 T T 1 1 T T
0l A .
P 1
6 al
4| -
2k . m—
E ok W |
] —t—t—t—t—+
E- Wof- B -
Abb. 43. Auswirkung der Elicitor- =2
behandiung von Fichien-Suspen- é 150 - 7
sionskulturen quf die Konzentration d 00 - i
von Inhalisstoffen der Zeltwdnde und =3
des Kulturmediums. & sor .
(A) Alkalische Hydrolyse der g Loy
Zeltwande (0.1 M NaOH, 80°C, 4 ) L I e e B
Symbole: o Ry 12.6 min (Kontrolle) j 6OF ¢ 4
- Ry 12.6 min (Elicitor-Behandlung)
-~ Ry 12.9 min (Kontrolle)
v Ry 12.9 min (Elicitor-Behandiung) 40k |
4+ Ry 27.5 min (Kontrolle)
- Ry 27.5 min (Elicitor-Behandhung).
(B) Saure Hydrolyse der Zelbwénde 20} N
(6 M HCI, 100°C, 4 k)
Svmbole: <Ry 16.3 min (Kontrolle)
-» Ry 16.3 min (Elicitor-Behandlung). ofe » .
{C) Kulturmedium (Extraktion gegen T rere————
Ethylacetat)
Symbole:-o Ry 30.1 min (Kontrolle) Opl 8 U d g @Y
‘o Ry 30.1 min (Elicitor-Behandiung) Tage nach Elicitor-Zugabe
-+ Ry 34.0 min (Kontrolle)
Ry 34.0 min (Elicitor-Behandlung)
o Ry 34.8 min (Kontrolle)
-= Ry 34.8 min (Elicitor-Behandling).
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Tab. 22. Eigenschaften der aus Zellwandpriparationen von Fichten-Suspensionszellen durch
alkalische und saure Hydrolyse freigeseizen biw. aus dem Kulturmedium extrahierten
Substanzen (ermittelt durch Dioden-Array-HPLC in einem Methanol/Wasser-Gradienten).

Retentionszeit Zuordnung Extinktionsmaximu | Signalintensitit UV (280 0m) /
[Fmin] m Flaoreszenz (Anregung 300 nim,
] [oml] Ernission 400 nm)
Alkalische Hydrolyse
12.6 ? 264 keine Fluoreszenz
12.9 ? 255, 280 2.6
27.5 ? 276 keine Fluoreszenz
Saure Hydrolyse
16.3 | ? | 276 | keine Fluoreszenz
Medium
30.1 ? 276 keine Fluoreszenz
34.0 ? 276 1.7
3.8 ? 280 2.5

Nach Malgabe der prisentierten Daten wurden keine Substanzen, die als Vorstufen der
Ligninbiosynthese dienen konnten (Coniferylalkohol bzw. dessen Glucosid Coniferin,
p-Cumarylalkohol bzw. dessen Glucosid; s. Tab. 22), in den unterschiedlichen Extrakten und
Hydrolysalen nachgewiesen. Die aktuelle Konzentration der Monolignole lag demnach
unterhalb der Nachweisgrenze von 30 pmol pro Testansatz, entsprechend 40-50 nmol pro
Kulwrkolben (35 ml Medium).

1.3.2 Auswirkung der Inhibition von Peroxidasen und Laccasen auf dle Akkumulation
von Zwischenprodukien der Ligninbiosynthese

Die filr die Polymerisation der Monolignole ben&tigten Peroxidasen und Laccasen der
Fichten-Suspensionskulturen wurden gleichzeitig mit der Elicitierung durch Zugabe von
geeignelen Hemmstoffen inhibiert. Dieses Experiment wurde in Hinsicht anf die Vermutung
untermnommen, daB durch die Tnaktivierung der Enzyme fiir die Polymerisation von
Monolignolen méglicherweise eine Akkumulation dieser Ligninbiosynthese-Intermediale am
Ort der Biosynthese stattfinde. Da nach Elicitor-Behandlung in methanolischen Extrakien, in
Zellwandpréiparationen und im Medium der Zellkulturen keine Monolignole nachweisbar
waren, wiren durch ¢ine derart erzwongene Akkumulation unter Umstéinden Hinweise auf den
Ort der Ligninbiosynthese zu gewinnen. Peroxidasen wurden mit 0.005 M vnd 0.01 M n-
Propylgallat, Laccasen mit gleichen Konzentrationen Dicthyldilhiocarbaminsiiure gehemmt.
Weder Peroxidasen noch Laccasen zeigten einen Tag nach Zugabe der Inhibitoren eine
Enzymaktivitit nach MaBgabe der bei II 14.3 beschrichenen Methoden der Aktivitits-
bestimmung. Eine Aktivitit von Peroxidasen und Laccasen war auch 5 Tage nach Inhibitor-
Zugabe nicht meBbar, Es konnte mit Hilfe der LTGA-Methode iiber die gesamte Periode des




I ERGEBNISSE 103

Experimeats keine Bildung von Lignin fesigestellt werden. Wie die HPLC-Chromatogramme
zeigen, wurden die schon beschriebenen Inhaltsstoffe aus den Zellen und dem Kulturmedium
extrahiert {(Abb. 44). Die Konzentration der Inhaltsstoffe lag um den Faktor 1.3-2.5 unterhalb
des Wertes ohne Zugabe der Inhibitoren. Entgegen der oben beschriebenen Annahme konnten
nach MaBgabe einer Dioden-Amray-HPLC-Analyse weder Coniferylalkohol und p-Cumaryl-
alkohol, noch deren Glucoside in Zellextrakten und dem Medium nachgewiesen werden
(Nachweisgrenze 40-50 nmol pro Kulturkolben (35 ml Medium).

Extinktion bei 280 nm [relative Einheiten]
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Abb. 44, HPLC-Chromatogramm von {A) Methanol-Ibslichen und (B) aus dem Medium extra-
Hierten Inhaltsstoffen von Fichten-Suspensionskulturen nach gleichzeitiger Zugabe eines
Rhizosphaera kalkhoffii-Elicitors und entweder einem Peroxidase-Inhibitor (0.01 M n-Pro-
pylgallat; A 1, B 1) oder einem Laccase-Inhibiter (0.0 M Diethyldithiocarbaminsdure; A 2,

B2).
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134 Auswirkung der Elicitorbehandlung auf die Peroxidase-Aktivitiit

Parallel zur Akkumulation eines extrazellultiren ligninartigen Polymers in Fichten-Sus-
pensionskulturen wurde ein Elicitor-vermiltelter Anslieg der zelluliiren und ionisch an die
Zellwand gebundenen Peroxidase (POD)-Aktivititen nachgewiesen, wihrend die Aktivitit
extrazelluliirer Peroxidasen, die aus dem Kulturmedium gewonnen wurden, abfiel (Abb. 45).

q0f :

10 | 1

60 - B E
50 B
0 -
30+ -
20 .
10} .
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Enzym-Aktivitst [ AE 420 (mirrmg Protein)!|
[N
2
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200 - -1

Abb. 45. Auswirkung derBehandlung 150 | 4
von Fichten-Suspensionskulturen mit

einem Rhizosphacra kalkhoffii-Elicitor 200NN i
auf die Aktivitdt von zelluliren (A), S0 - e
ionisch Zellwand-gebundenen (B) und olo—u ¢+ 1
extrazelluliiren (C} Peroxidasen. 6 1L 2 3 4 5

Symbole;o- Koniroile .
-o Elicitor-Behandiung Tage nach Elicitor-Zugabe

Zu Beginn des Experiments wurde fur extrazellulre PODs eine 12-1B-fach héhere
spezifische Aktivitit (280 AE (min - mg Protein)'l) als fiir zelluldre (15 AE (min-mg Pro-
tein)™y und wandgebundene (25 AE (min - mg Pmu:in}'l) PODs ermittelt. Wihrend der sechs
folgenden Tage sticg die Aktivitit der zelluliren PODs auf 25 AE (min - mg Protein)” in
Kontrollkulturen an. In Elicitor-behandelten Kulturen wurde ein Anstieg dieser Aktivitiit auf
40 AE (min - mg Protcin)" nachgewiesen. Die Akitivitit von ionisch an die Zellwand
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gebundenen PODs erreichte am Ende der experimentellen Periode 32 AE (min - mg Protein)-1
in Kontrollkuluren und 60 AE (min - mg Protein)’! nach Elicitor-Zugabe. Fiir extrazellulire
PODs wurde in Kontrollkulturen ein Abfall der Aktivitit auf 240 AE (min - mg Protein)"!
festgestellt. Der Aktivitstsverlust in Flicitor-behandelten Kulturen war deutlicher und
emeicite nach drei Tagen einen konstanten Wert von 120 AE (min - mg Protein)1,

1.35 Auswirkung der Elicitor-Behandlung auf das Peroxidase-Iscenzymmuster

Peroxidase-Isoenzyme aus zelluldren, ionisch Zellwand-gebundenen und extrazelluliren
Enzympriparationen wurden mittels nativer Gelelektrophorese auf IEF-Gelen mit einem
Phast-System (Pharmacia, Freiburg) nach Angsben des Herstellers aufgetrennt und ihre
Aktivitiit im Gel durch eine Farbreaktion (Benzidin/Guajacol/H;05) sichibar gemacht, Fiir die
unterschiedlichen Enzymextrakte wurden charakteristische [soenzymmuster nachgewiesen.
Die Zuordnung der Gelbanden nach IEF erfolpte durch Vergleich mit enisprechenden
Markerproleinen filr den Isoelektrischen Punki (pI). Auf diese Weise wurden vier anionische
POD-Isoenzyme (bezeichnet mit Al-A4 nach zunehmendem pI) mit pI-Werten von 7.0 (A 1),
73(A2), 75(A3) bzw. >10 (A 4) und zwei kationische PODs mit pI-Werten von <40 |
{(C 1) und 4.4 (C 2) nachgewicsen {Abb. 46).

POD- Bahn Isoelektrischer
Iscenzyme A B C D Punkt
¢} = s

Abb. 46, Isoenzymmuster . 2 4}‘;5
von zelluliren (A), io- 51
nisch Zellwand-gebun- 6.0
denen (B) und extra- Al et ol 6.5
zelluliiren (C} Peroxida- 68
sen aus Fichten-Suspen- A2 — kWG 7.0
sionskulturen. Die Be- Al ~R Soa- ER 7.1
stimmung des Isoelekiri- 7.5
schen Punktes erfolgte 8.0
durch Vergleich der 0 0.6
Mobilitdt mit jener von Ad fﬁi:, [~ '
Marker-Proteinen (D) RO
nach Isoelekerischer
Fokussierung.

Um den Einfluf des Eficitors auf die Aktivitit einzelner Peroxidase-Isoenzyme
nachweisen zu konnen, wurden die PODs mittels nativer anodischer und kathodischer
Gelelekirophorese (PAGE; Gelapparatur Biomewa, Gottingen) aufgetrennt. Die ent-
sprechenden Gelbanden wurden durch eine in situ-AktivititsFarbung (s.0.) sichtbar gemacht.
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Zur Quantifizierung der POD-Aktivitit wurden die Gele suf den Probentisch eines
Densitometers {CD 60, Desaga, Heidelberg) gelegt und die Transmission der Gelbanden bei
420 nm gemessen. Die Resultate sind in Abb. 47 (anodische PAGE) und Abb, 48 (katho-
dische PAGE) gezeigt. Dic Bezeichnung der Isoenzyme erfolgt nach jhrem Migrations-
verhalten, wobei die Nomenklatur der vorhergehenden Seite weiterverwendet wird.

intrazeltulir Zellwand-gebunden extrazellular
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Tage nach Elicitor-Zugabe

Abb. 47. Verlauf der Akaivitit anionischer Peroxidase-Isoenzyme nach anodischer Gelelek-
trophorese und in sil-Anférbung der Gelbanden. Die Aktivitdt wurde durch Messung der
Transmission der entsprechenden Gelbanden im Desitometer quantifiziert. Symbole:
0~ Kontrollkulturen; -~ Elicitor-behandelte Kulturen,

In den Zellen aus Kontrollkulturen hatte die Aktivitit von A1, A2 und A3 einen
anndhernd sigmoiden Kurvenverlauf. Die Aktivitit von A 4 stieg im Verlauf des Experiments
linear an. Die Elicitor-Behandlung der Fichten-Suspensionskulturen filhrte, im Vergleich mit
den Kontrollkulturen, zu einer leichten Induktion von A 1 und A 4, Die Aktivitidt von A 2 und
A 3 stieg in den Elicitor-behandelten Zellen zwar zunichst schneller an als in den Zellen der
Kontrollkulturen, sank aber ab dem vierten Tag nach Elicitorzugabe unter die Werte in
Kontrollen ab. S#mtliche Zellwand-gebundenen anionischen POD-Isoenzyme zeigten in
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Kontrollkulturen wihrend des Kulturverfaufs einen linearen Aktivititsanstieg. Nach Elicitor-
Zugabe wurde die Aktivitit von A1 und A4 gegeniiber den Kontrollen um den Faktor 2
gesteigert, wiihrend die Aklivitit von A 2 und A 3 ctwa auf dem Niveau der Kontrollkulturen
blieb. Die Aktivitit der extrazelluliiren Iscenzyme A 2 und A 3 ficl in den Kontrollkulturen im
Verlauf des Experiments ab, jene von A 1 blieb unveréndert und fiir A 4 konnte die Aktivitit
wegen des niedrigen Wertes nicht quantifiziert werden. Sieben Tage nach Eliciticrung war die
Aktivitit von A1 auf 20 %, von A2 auf 43% und von A3 auf 52 % des Wertes in
Konirollkulturen abgesunken.

Die Aktivitét der aus Zellw4nden der Fichtenzellen extrahierten kationischen Peroxidase-
Tsoenzyme C 1 und C 2 war erst gegen Ende des Experiments meBbar. Dabei unterschieden
sich die Werte in Kontrollen und Elicitor-behandelten Zellen nicht. Zelluldre kationische
Isoenzyme traten nicht auf, In Kontrollkulturen fiel die Aktivitit des extrazelluléiren
Isoenzyms C 1 nath dem ersten Tag auf 60 % des Ausgangswertes ab, In den Elicitor-
behandelten Kulturen war eine rasche Aktivititsabnahme auf 10 % des Ausgangswertes zu
beobachten. Im weiteren Verlauf des Experimentes stieg die Aktivitit dann langsam wieder an
und erreichte nach 7 Tagen 30 % der Ausgangsaktivitat, Die Aktivitdt von C 2 lag in Kontroll-
und Elicitor-behandelten Kulturen iiber den gesamten Zeitraum des Experiments in der Nihe
der Nachweisgrenze.

[soenzym-Aktivitht
[E420(25 pg protein) ']

0.0 T s -] 1] L bl -
0123456701234 567
Tage nach Elicitor-Zugabe

Abb. 48. Verlauf der Aktivitdr kationischer Peroxidase-Isoenzyme nach kathodischer Gel-
elektrophorese und in situ-Anférbung der Gelbanden. Die Aktivitdt wurde durch Messung der
Transmission der enisprechenden Gelbanden im Desitometer guantifiziert.  Symbole:
-0~ Rontroltkulturen; o Elicitor-behandelte Kulturen.
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2. Auswirkung von Qzon auf die Biosynthese phenolischer Polymere in Fichten-
Keimlingen

2.1  Makroskopische Reaktionen der Keimlinge
Schadentwicklung

Fichtenkeimlinge wurden im Alter von 6 Wochen fir 9Y, Wochen mit
Ozonkonzentrationen von 300 und 600 nl--] fiir acht Stunden am Tag behandelt bzw. weiter
in Reinluft kultiviert (Kontrollen). Als sichtbare Schiden an Nadeln der bei 300 nl-I-'! Ozon
kullivierten Keimlinge traten ab der 7. Woche strichférmige Nekrosen und cin
Turgeszenzverlust auf. Bei den mit 600 nl-I'l Ozon exponierten Keimlingen wurden auch
ldngere gelbliche Querstreifen und kollabiertes Gewebe beobachtet (Abb. 49). Die Hypokotyle
der bei 300 und 600 nl-I"! Ozon kuliivierten Keimlinge waren im Vergleich mit jenen der
Kontrollkeimlinge etwas pebleicht. Weder die Nadeln noch die Hypokotyle von Kontroll-
keimlingen zeigten wihrend der Versuchsdauer Schiiden,

A B

Abb. 49. Primirnadeln von Fichten-Keimlingen ohne (A) und mit (B) Ozonschiden (Ver-
griiferung: 70-fuch). Die Ozonschiiden traten an Nadeln von einigen mit 600 nl 11 Ozon
behandelten Keimlingen als gelbe Quersireifen mit kollabieriem Gewebe auf.
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Wachstum

Im Laufe der ersten 583 Tage der Versuchsperiode fiihrten die erhthten Ozon-
konzentrationen zu keinen deutlichen Unterschieden im Frischgewicht der Nadeln im Ver-
gleich mit Kontrollkeimlingen. Emst in der letzten Woche der 65-ligigen Ozonexposition
traten Dosis-abhéngige Unterschiede im Nadeifrischgewicht auf. Bei einer Ozonkonzentration
von 300 nl-1-! wurde eine GewichtseinbuBe von 20 % (46 mg pro Nadelkranz), bei 600 nl-1-1
eine Reduktion um 22 % (44 mg pro Nadelkranz) gegeniiber den in Reinluft kultivierten
Kontrollkeimlingen (57 g pro Keimling) nachgewiesen (Abb. 50 A}. Diese Ozon-induzierte
Reduktion im Frischgewicht gegenilber Kontrollkeimlingen war bei Hypokotylen ilber den
gesamten Versuchszeitraum deutlicher ausgepriigt als bei Nadeln. Bei den Hypokotylen wurde
schon drei Tage nach Begion der Schadgssbehandlung eine leichte Redukiion des Frisch-
gewichts beobachtet (Abb. 50B). Die Kurvenverliufe bei den zwei erhhten Ozon-
konzentrationen verlicfen nehezu parallel und erreichten einen Endwert von 9.2 mg pro
Keimling im Vergleich zu 9.7 mg pro Kontrollkeimling.

[Vorkulivierung | Ozon-Bebandlung |

Frischgewicht von Nadeln und Hypokotylen [g]

/ T 3 T T T
11 -
B
10 .
Abb. 50. Wachstumsverhalten [mg
pro Keimling| der Nadeln (A} und
Hypokotyle (B) von Fichten-Keim- ar 1
lingen iiber einen Zeitraum von 9'/,
Wochen unter dem Einfiufl von Ozon. 8l 4
Die Dauer der Ozonbehandlung ist
oberhalb der Graphik angezeigt.
Symbole: - Kontrolle;
= 300n-I Ozon; /g/ L ; L 0 | /‘/
-+ 600nl-I* Ozon 5 6 7 ] 9
(Dreifachbestimmung von Misch- Wochen nach Aussaat

proben = SA).
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2.2 Lignin- und Suberin-Akkumnulation

2.21 Quantifizierung phenolischer Polymere nach der LTGA-Methode

Der EinfluB erhohier Ozonkonzentrationen (300 nl--! und 600 nl-I-1 Ozon) auf den Gehalt
phenolischer Polymere in den Zellwlinden der Nadeln und Hypokotyle von Fichtenkeimlingen
wurde durch Derivatisicrung mit Thioglycolsiure und anschlieBender Quantifiziening der
gebildeten Produkte mit Hilfe der LTGA-Methode (sIN 1.1) verfolgt. Zun Beginn des
Experiments, also im Aller von 6 Wochen, wiesen die Keimlinge nach MaBgabe der LTGA-
Methode sinen Gehalt phenclischer Polymere von 51 mg (Nadeln) bzw. 182 mg (Hypokotyle)
Lignin pro Gramm Zellwand auf (Abb. 51). In den Zellwtinden der in Reinluft kultivierten
Keimlinge blieben die Gehalte an LTGA-Produkten in den 3'7, Wochen des Experiments in
etwa konstant. Diese Werte entsprechen einem Gewichtsanteil phenolischer Polymere von
5-6 % (Nadeln) bzw. 18-21 % (Hypokotyle) des Zellwandmaterials.

[_ Vorkultivierung Ozon-Behandlung

—~ T

Lignin-artiges Material [mg Lignin pro g Zellwand]

ABb. 51. Ozon-Effekt auf die
Akkumulation von phenolischen
Polymeren in Zellwénden von (A)
Nadeln und (B) Hypokotylen der
Fichten-Keimlinge nach Mafigabe

der LTGA-Methode (Details siehe ’Q/ S
[T 1.1). Symbole: 0 4 5 6 7 8 9

o Kontrolle; v 300ni-+ Ozon; ‘Wochen nach Aussaat

- 600nl-I Ozon (Doppelbe-
stimmung von Mischproben)
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Im Verlauf des 25-tigigen Experiments war ein Ozon-induzierter Ansticg phenolischer
Polymere in Zellwinden von Nadeln auf 57 mg Lignin pro Gramm Zellwand (300 nl-i*!) und
62 mg Lignin pro Gramm Zeliwand (600 nl1"!) gegeniiber den Kontrolikeimlingen (53 mg
Lignin pro Gramm Zellwand) nachzuweisen (Abb. 51 A), Demnach stieg der Anteil
phenolischer Polymere im Vergleich zu den Kentrollkeimlingen um 10 % (300 nl-I"1) bzw.
15 % (600 nl-I-1) an. Bei den Hypokotylen stieg der Gehalt an phenolischen Polymeren schon
drei Tage nach Beginn der Ozonbehanlung deutlich itber die Werte in Kontrollkeimlingen an
{Abb. 51 B} und erreichte am Ende des Versuchszeitraums einen um 15 % erhhten Wert von
LTGA-Material fiir beide Behandlungsvarianten (206 mg Lignin-artiges Material pro mg
Zellwand fir beide erhthte Ozonkonzentrationen) gegenilber den Kontrollen (184 mg Lignin-
artiges Malerial pro mg Zellwand). Der Ligninanteil der Hypokotyl-Zellwinde von
Fichtenkeimlingen war demnach ca. 3.0-3.5-fach héher als jener der Nadeln.

2.2.2 Histochemische Lokalisierung phenolischer Polymere

Fiir den Nachweis phenolischer Zellwandpolymere wurden l8sliche Komponenien von
Nadeln und Hypokotylen der Keimlinge zunichst mittels verschiedener Ethanol/Wasser-
Gemische mit steigendem Anteil Ethanol extrahiert und die Priparate in Historesin (LKB,
Bromma, Schweden) eingebettet. Die nach Schreiden der Préparate mit Hilfe eines
Mikrotoms (HM 350, Mikrom, Heidelberg) erhaltenen 10 pm-Querschnitte wurden unier dem
Mikroskop (Leitz, Wetzlar) mit verschiedencn Methoden untersucht.

Bei UV-Anregung (Anregung 340-380 nm, Emission 430 nm) wurde in Nadeln und Hypo-
kotylen von Fichten-Keimlingen eine intensive blaue Aulofluoreszenz im Leitgewebe und
Zellwinden beobachtet (Abb. 52 A). Eine dhnliche Vereilung der Autofluoreszenz wurde
auch bei Blaulichi-Anregung (Anregung bei 450-490 nm, Emission bei 515 nm) als gelbliche
Fluoreszenz nachgewiesen (Abb. 52 B). Das Vorkommen Suberin-artiger Polymere, die nach
Inkubation mit Sudan TV/Ethanol eine orangene Firbung annehmen, wurde ansschlieBlich in
Epidermen der Nadeln und Hypokotyle aufgezeigt (Abb. 52 C}. Lignin-artiges Material, dem
durch Behandlung mit Phloroglucinal/HCI cine kirschrote Firbung verliehen wurde, wurde
mittels Durchlicht-Mikroskopic im Leitgewebe und in den epidermalen Zcllwiinden der
Nadeln und Hypokotyle lokalisiert (Abb. 52 D,E). Dic Lignin-Firbung war deutlich
intensiver in den Zellwinden von Nadeln und Hypokotylen der mit 300 und 600 n}l-! Ozon
behandelten Fichtenkeimlinge, wihrend die Intensitiit der Suberin-Firbung in diesen Geweben
nur geringfilgige Unterschiede zwischen Ozon-exponierten und den in Reinluft kulivierten
Kontrollkeimlingen zeigte (Abb. 52 El, E2).
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Abb. 52. Mikroskopische Aufnahmen von Nadeln und Hypokotylen von Ozon-behandelten
{300 ni I Ozon, 8 h pro Tag, nach 7 Wochen Ozon-Exposition) Fichten-Keimlingen. (A)
Blaue Autofluoreszenz einer Schliefzelle (Hypokotvl) bei UV-Anregung, (B) gelbe
Autoflupreszenz der Zellwiinde (Nadel} bei Blaulicht-Anregung, (C) Sudan IV-Firbung der
Zellwiinde eines Hypokotyls, (D) Phloroglucinol-Firbung von Lzitgewebe einer Nadel, (E)
Phioroglucinol-Fiirbung von Zellwinden der Hypokotyle von Kontroll- (E 1) und Ozon-
behandelten Keimlingen (E 2).




UL ERGEBNISSE 113
2,23 Uniersuchungen zur Ligninstrukiur

Zur Charakterisierung der Ligninstruktur in Zellwdnden von Fichtenkeimlingen wurde die
Thioacidolyse, wie schon unter I 1.2.2 im Detail beschrieben, eingesetzt. Im folgenden wird
filr die Thioacidolyse-Produkte die gleiche Nomenklatur wie in Kapite] Il 1.2.2 verwendet.
Die Angabe der Konzentration der Thioacidolyse-Produkte erfolgt in pmol pro Gramm
Lignin. Dazu wurden der mittels LTGA-Methode bestimmte Gehalt an ligninanigem Material
in den Zellwanden von Nadeln und Hypokotylen als BezugsgréBe fiir die nach Thioacidolyse
erhaltenen Produkt-Konzentrationen gewdhlt.

Analyse der Monomerenzusammensetzung

Die Ausbeute an Guajacyl-Hauptprodukt 1 nach Thioacidolyse lag in simtlichen Keim-
lingsproben (1500 + 240 pmol pro Gramm Lignin in Nadeln und 1075 140 pmol pro
Gramm Lignin in Hypocotylen) deutlich hoher als in Zellwandproben von Fichtenholz (SWL;
950 pmeol pro Gramm Lignin). Der Anteil chemisch leicht spaltbarer Bindungen war in den
Keimlingsproben demnach recht hoch (Tab. 23). Der Anteil des aus p-Hydroxyphenyl-
Einheiten gebildeten Monomers 3 (60 £ 6 pmol pro Gramm Lignin filr Nadeln und
50 + 7 pmol pro Gramm Lignin fir Hypokotyle, entsprechend 8-9 % des Guajacyl-Monomers
1) lag weit iiber jenem in SWL (1%). Der relative Gehalt an Coniferylalkohol-Endgruppen
(5,6) war in Hypocotylen (5-8% vom Guajacyl-Monomer 1) niedriger als in Nadeln
(10-12 %) und entsprach etwa den Werten in SWL (7 %). Der Anteil von Coniferylaldehyd-
Endgruppen (4) lag bei Hypocotylen und Nadeln von Fichtenkeimlingen (7-10 % bzw. 8-9 %
von 1) recht hoch im Vergleich mit SWL (4 %).

Tab. 23. Analyse der monomeren Thivacidolyseprodukte aus (A) Nadeln und (B) Hypokorylen
von Fichtenkeimlingen. Angegeben sind Mintelwerte aus jeweils zwei Thivacidolysen (in pmol
pro Gramm Lignin; Quantifizierung auf Basis des Gehalts an Lignin-artigem Marerial laut
LTGA-Methode (s. 111 2.2.1)).

A
Verbindung Kontrolle 300 nl i1 600 I
Tag 0 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27
fmol g1 | [umol &'} { fumol gl] | [pmol '] | {pmol g-1] | lmol g1} [umol g1
1 1742 1310 1394 1547 1288 1394 1259
(100%} (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%}
) 69.3(4%) | 655(5%) | 55.4(4%) | 60.1(d%) | 609 (5%) | ST.5(e%) | 60.1(5%)
3 142.6 (8%) | 94.6(7%) | 993 (7%) | 111.0(7%) | B35 (6%) | BB.4 (6%) | 744 (6%)
4 1406 (8%) | 107.4 (8%) | 1203 (9%) | 169.3(11%) | 127.0(10%) | [SLI(L1%) | 85.B (7%}
56 198.0(11%) | 120.1 (9%) | 166.2(12%] | 180.2(12%) | 140.9(11%} | 113.9 (3%) | 147.3(12%)
Ausbeute 2293 1698 1835 2068 1700 1805 1627
% Dimere 23 27 25 28 24 20 24
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Fortsetzung Tab. 23, Thioacidolyse-Monomere der Hypokotyle von Fichten-Keimlingen.

B
Verbindung Kontrolle 300 nl 1-1 600 nl I’}
Tag 0 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27
[pmol g1 | [pmol g-1] | [pmel g | [pmeol g1) | [umol g1 | jpmol g3 | panol g1
1 1219 1131 93¢ 1114 1101 1123 1019
(100%) (100%) (100%) {100%) (100%) (100%) (100%)
2 30.8(5%) | 46.8{4%) | 451(5%) | 454 4%} | 53.4 5% | 55.005%) | 422 (4m)
k] 119.7(10%) | 79.0(7%) | 61.5(7%) | 90.3 (&%) | 94.6(5%) | B5.1(8%) | 93.1{9%)
4 95.5 (8%) | 69.4 (6%) | 96.1 (10%) | 100.9 (9%) | 98.9(9%) | E7.5(3%) | B7.3 (9%)
56 B3.4 (7%) | 52.3(5%) | B3.1(9%) | 83.7(B%) | 93.1(8%) | 65.5(6%) | 718 (7%
Ausbeute 1577 1379 1217 1434 1441 1416 1314
% Dimete 24 21 23 22 26 23 21

Querverneizung der Ligninbausteine

Die Gesamtausbeute der fiinf mengenmiBig bedeulsamsten dimeren Reakiionsprodukte
betrug in Nadeln 352 + 50 pmol pro Gramm Lignin und in Hypocotylen 254 + 40 pmol pro
Gramm Lignin. Dies entspricht 20-28 % (Nadeln) bzw. 21-26 % (Hypocotle) von der
Ausbeute des monomeren Guajacyl-Hauplproduktes 1. Der Dimer-Anteil war damit dhnlich
wie in SWL. (25 %; Tab. 24.). Im Vergleich mit SWL wurde in sémtlichen Keimlingsproben
cin geringerer Gehalt an Dimeren, die aus 5-5- (26-28 %) und B-1-Einheiten (24-28 %)
gebildet wurden, festgestellt (SWL: 33 % 5-5-, 28 % B-1-Einheiten). Die Ausbeute von
Abbauprodukten aus B-5-Struktureinheiten lag dagegen iiber dem Wert filr SWL (40-43 %
gegenilber 30 %). Produkte aus 8-8- und 4-O-5-Bindungen kamen bei Fichtenkeimlingen und
SWL mit einem Hhnlichen relativen Anteil vor (B-8: Spuren, 4-O-5: 5-7 %). Neben diesen
Abbauprodukten wurden in Hypocotylen sehr geringe Mengen unsymmetrischer p-Hydroxy-
phenyl-Guajacyl-Dimere nachgewiesen (Summe weniger als 3 % des Guajacyl-Monomers I).

Tab. 24. Analyse der dimeren Produkte nach Thioacidolyse und Desulfurierung aus (A)
Nadeln und (B) Hypokotylen von Fichtenkeimlingen. Angegeben sind Mittelwerte aus jeweils
zwei Thioacidolysen.

A

Dimer Kontrolle 300nt I 600 nl 1!
Bindungstyp Tag 0 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27
[Rel.Mol%] | [Rel. Mol%] | [Rel.Mol%] | [Rel Mob%} | {Rel.Mol%] | {RelMol%] | [Rel. Mol%]

7+ 8(5-5) 28 27 27 26 27 28 28
9+10 (8-5) 42 40 42 42 42 43 40

11+12 (B-B) | Spuren Spuren Spuren Spuren Spuren Spuren Spuren
13 (B-1) 24 28 26 26 25 22 27

14 4-0-5 6 5 5 5 6 7 )
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Fortseizung Tab. 24, Thioacidolyse-Dimere der Hypokotyle von Fichten-Keimlingen,

B
Dimer Kontroile 300 nt 1-1 600 nl1-!
Bindungstyp Tag0 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27 Tag 7 Tag 27
[RelMol%] | [Rel.Mol%] | [RelMol%] | [Rel Mol%] | (Rel Mol%b] | [Rel Mol%] [RelMol%]
T+ 8(5-5) 28 28 27 21 29 26 27
9410 (8-5) 40 41 41 43 41 42 41
11+12 (B-B) [ Spuren Spurcn Spuren Spuren Spuren Spuren Spuren
13 (8-1) 25 24 26 24 24 27 26
14 {4-0-5) 7 7 6 6 6 5 6

Dic Ozonbehandlung filhrte weder bei einer Konzentrstion von 300 nl-i-! noch bei
600nll! zu einer deutlichen Verinderung der Ausbeule monomerer und dimerer
Thioacidolyseprodukte in Nadeln und Hypocotylen von Fichtenkeimlingen gegegenilber den
in Reinluft kultivierten Kontrollkeimlingen, noch zeigten sich Verdnderungen in der
Zusammensetzung aus den unterschiedlichen quervernetzenden Bindungstypen. Auch wenn
die Gesamtausbeute der Thioacidolyse-Produkte auf die eingesetzie Menge Zellwand bezogen
wurde, konnten keine meBbaren Unterschiede im Li gningehalt der Kontroll- und der Ozon-
behandelten Keimlinge festgestellt werden. Die Streuung der bei den verschiedenen Emte-
zeitpunkeen erhaltenen Werte fiir den Gehalt mono- und dimerer Thioacidolyse-Produkie lag
bei 8-10 %. Der Ligningehalt der Keimlinge erhShte sich nach MaBgabe der LTGA-Methode
durch dic Ozonbehandlung um 10-15 % gegeniiber den Kontrollkeimlingen. Moglicherweise
war die mit der LTGA-Methode nachgewiesene Ozon-induzierte Anderung im Ligningehalt
wegen der Streuung der Werte bei der Thioacidolyse nicht nachweishar. Der Gehalt an
p-Hydroxyphenyl-Einheiten (3), der auf die Verwendung von p-Cumarylalkoho! als
Monolignol zuriickgeht, war mit 8-3 % des Guajacylmonomers 1 im Vergleich mit Holzlignin
der Fichte {1 %) recht hoch und wurde durch die Ozon-Bchandlung nicht weiter gesteigert.

23 Ozoneffekt auf die Aktivitiiten von Enzymen der Ligninbiosynthese
Zimtalkoholdehydrogenase (CAD)

Drei Tage nach Beginn der Ozonbehandlung (300 nll-! und 600 nl-1-! Ozon) waren
deutiiche Steiperungen der Enzymaktivitit von CAD in Nadeln und Hypokotylen von
Fichtenkeimlingen gegeniiber den in Reinluft kuluivierten Kontrollkeimlingen zu beobachten
(Abb. 53 AB). Nach 14 Tagen cmeichten die CAD-Akivititen in Nadeln nach Jjeweils
annshend linearem Anstieg Werte von 0.70£0.10 (Kontrollen), 1.02x0.01 (300 nll-!
Ozon) und 1.30 % 0.22 (600 nl-! Ozon) mkat-(kg protcin)'l. In Hypokotylen wurden zum
gleichen Zeitpunkt 2.02 +0.09 (Kontrollen), 2.37+0.03 (300 nll-! Ozon) und 3.77
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+0.02 (600 nl-I'! Ozon) mkat-(kg protein)-! gemessen. Die CAD-Aktivitit war demnach in
Hypokotylen um den Faktor 1.5-2 hther als in den Nadeln.

Abb, 53, Ozon-Effekt auf die Aktivi-
tiit der Zintaklohol-Dehvdrogenase
(CAD) in Nadeln (A) und Hypoko-
tylen (B) von Fichten-Keimlingen
(Dreifachbestinmmung von Misch-
proben = 8A). Symbole:

o Kontrolle;

> 300’ Ozon;

- 600 ntf' Ozon.

Enzymaktivitat [mkat (kg Protein))
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Der Effekt von erhthten Ozonkonzentrationen auf die CAD-Aktivitit in Hypocotylen und
Nadeln spiegelte sich in ciner signifikanten Dosis-Wirkungs-Bezichung wieder (Abb. 54).
Nach dem Kruskal-Wallis-Test (Statgraphics STN, St. Lounis, USA; Vergleich der CAD-
Aktivitit in Nadeln 15 Tage nach Beginn der Ozon-Behandlung) war ein hohes Signifikanz-
niveau sowohl filr den Vergleich der CAD-Aktivitlt von Kontrollen und Ozon-behandleten
Keimlingen (P < 0.005 fiir Behandlung mit 300 nl-I-! und 600 nl-I! Ozon), als auch filr die
Differenz der Aktivitit bei den zwei Ozon-Behandlungsvarianten (300 nl-I! und 600 nl-J-1

Ozon; P < 0.005) gegeben.
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Abb. 54. Dosis-Wirkungs-Effekt
von Ozon auf die Enzymaktivitit 300 (A0
vorn CAD in Nadein von Fichten- 0Ozon-Konzentration [ol % ']
keimlingen (angegeben (st der
Mittelwert (n=5) £ SA).

Peroxidase (POD)

Der Verlauf der Gesami-POD-Aktivitdt zeigte sowohl in Kontroll- als auch Ozon-
behandelien Fichtenkeimlingen eine shnliche Charakteristik wie die Entwicklung der CAD-
Aktivitit (Abb. 55). Die POD-Akuivitit erreichte 18 Tage nach Beginn des Experiments
Werte von 0.85 + 0.15 (Kontrollen), 1.67 + 0.41 (300 nl-I! Ozon) und 1.92 = 0.72 (600 alI-!
Ozon)} AE4;q (min - g Frischgewicht)! in den Nadeln. In Hypokotylen wurden zum gleichen
Zeitpunkt 1,22 + 0.28 (Kontrollen), 1.84 £0.32 (300 ni-I! Ozon) und 2.22 £ 0.45 (600 nl1-!
Ozon) AE49p (min - g Frischgewicht)-! ermittelt. Diec POD-Aktivitit in Nadeln von Fichten-
keimlingen wies unter dem Einflug erhohter Ozonkonzentrationen einen signifikant gestei-
gerten Weri auf. Nach MaBigabe des Kruskal-Wallis-Tests (Statgraphics STN, St. Louis, USA;
Vergleich der POD-Aktivitit in Nadeln 15 Tage nach Beginn der Ozon-Behandlung) wurde
ein hohes Signifikanzniveau fiir den Vergleich der CAD-Aktivitit von Kontrollen und Ozon-
behandelten Keimlingen (P <0.005 Fir Behandlung mit 300 nl-l'l und 600 nl1-! Ozon)
erhalten (Abb. 56). Die Differenz der Aktivitdt bei den zwei Ozon-Behandlungsvarianten
(300 nlI1 und 600 nl'l*! Ozon) war nicht signifikant.
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Abb. 55. Ozon-Effekt auf die Aktivi-
tiit der Gesamt-Peroxidasen (PODs)
in {A) Nodein und (B) Hypokotylen
von Fichten-Keimlingen (Dreifach-
bestimmung von Mischproben x
SA). Symbole:

—o— Kontrolle;

~— 300nI" Ozon;

~o— 600ni-I' Ozon.

Abb. 56, Dosis-Wirkungs-Effekt von
Ozon auf die Enzymaktivitdt von
Gesami-PODs in Nadeln von Fich-
tenkeimlingen (angegeben ist der
Mittelwert (n=5) £ SA).
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3, Untersuchungen zum Bindungstyp von Anilinen in Dehydrierungs-
polymerisaten (DHPs)

31  Synthese und Charaklerisierung der DHPs

Es isL seit Jingerem bekannt, daB 3 4-Dichloranilin (DCA), ein wichtiges Stoffwechsel-
intermediat des Metabolismus’ verschiedener bedeutender Herbizide in Pflanzen, zu
wesentlichen Teilen in die Zellwiinde eingelagert wird und so zur Bildung sogenannter wnicht-
extrahierbarer Rickstinde” filhrt. Als eine Haupt-Anlagerungsstelle fir DCA in diesen
Riicksténden wurden wiederholt Lignine nachgewiesen (Yih et al. 1968; Sutherland 1976;
Still et al. 1981; Langebartels und Harms 1988; Pogany et al. 1990; Sandermann et al. 1992).
Die Kenninis des Bindungstyps von DCA in Lignin-artigen Polymeren ist ein wichtiger
Schritt bei der Bewertung der toxikologischen Relevanz dieser Fremdstoff-Rilckstiinde in
Nahrungspflanzen. Zor Charakterisierung der chemischen Umgebung von DCA in Ligninen
wurden in der vorliegenden Arbeit Dehydrierungspolymerisate als Modellpolymere eingeselzt.
Zunichst wurde als Referenz ein solches in vitro-Polymer (Ref-DHP; Zulaufverfahren} in
Jeichter Abwandlung nach Freudenberg (1968) aus Coniferylalkohel unter Zugabe von HaOn
und Katalyse durch Meerrettich-Peroxidase synthetisiert. Nach verschiedenen Waschschritten
wurde das Polymer gefriergetrocknet (Lycovac GT 2, Leybold-Hereaus, Koln). Nach dem
gleichen Verfahren wurden Copolymerisate mit sdquimolaren Mengen von Coniferylalkohol
und 3 4-Dichloranilin (DCA-DHP), sowie [13N] Anilin (Ani-DHP) als Strukiur-Analogon von
DCA hergestelit. Zusitzlich wurde noch eine DHP-Synthese mit [U-Ring!#C] 3,4-Dichlor-
anilin als Cosubstrat durchgefilhrt ([14C] DCA-DHP). Von der wihrend der Aufarbeitung des
polymeren Syntheseproduktes wicdergefundenen Radioaktivitit aus [14C] DCA wurden 40 %
im Polymer und 60 % in den Reinigungsfraktionen detektiert. Die Einbaurate von DCA in
['4C] DCA-DHP betrug demnach 40 %. Daraus resultiert cin molares Verhdltnis von
Coniferylalkohol/DCA im Polymer von 2.5: 1. Die Ausbeuten der Polymersynthesen be-
trugen 95 % (Ref-DHP), 59 % (DCA-DHP), 63 % (Ani-DHP) und 55 % (['4C] DCA-DHP).

3.1.1 Molekulargewichisverieilung

Von allen vier Polymeren wurde die Molekulargewichtsverteilung mitte]s Gelpermeations-
chromatographie (HPSEC) bestimml (Abb. 57, 58). Dafiir wurde eine Kombination zweier
Siulen unterschiedlicher Porenweite mit Dimethylformamid als Laufmitte] verwendet (Details
5. I 10.6). Von {14C] DCA-DHP wurde mittels HPSEC ein breiter Peak im Bereich von 16-
21 min erhalten (Abb. 57 A). Die inkorporierte Radioakrivitét wies cin exakt gleiches
Elutionsprofil auf {Abb. 57 B). Damit konnte ausgeschlossen werden, daB nicht-kovalente
niedermolekulare Einschidsse von DCA im Polymer vorkommen. Nach Umrechnung der
Retentionszeilen in die entsprechenden Molekulargewichie wurde eine fir Polymere typische
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polydisperse Molekulargewichtsverteilung mit einem Maximum bei ca. 11.0 KDa ermittelt

(Abb. 57 C).

Abb, 537, Molelulargewichis-
verteilung eineg Dehydrie-
rungspolymerisares aus Coni-
Servialkohoi und [U-Ring?4C]
3.4-Dichloranilin, bestimmt
mittels HPSEC (Details siche
Text; Elutionsprofil mit (A}
Detektion bei 280 nm, (B),
Detektion der Radioaktivités;
(C), Molelulargewichisvertei-
fung, Detektion bei 280 nm)
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Die Molekulargewichtsverteilung der weiteren DHPs war jener von [14C] DCA-DHP sehr
dhnlich. Die Maxima lagen bei 11.7 kDa (Ref-DHP), 9.9 kDa {DCA-DHP) und 10.2 kDa
{Ani-DHF).

Extinktion bei 280 nm [relative Einheiten])

Abb. 58. Molekularge-
wichtsverteilung verschie-
dener Dehydrierungs-
polymerisate {DHPs),
bestimmt mitrels HPSEC
{Details siehe Text, Detek-
tion bei 280 nm); (A} DHP
aus Coniferylalkohol, (B) : ; ; ; :

DHP aus Coniferylalkohol 5 10 15 20
und 3.4-Dichloranilin, (C)

DHP aus Coniferylatkohol

und [**N] Anitin. Molekulargewicht [kDa x 1000]

3,1.2 Kernresonanz (NMR)-Spektroskopie
'H-NMR-Spekiroskopie
Von den Polymerisaten Ref-DHP, DCA-DHP und Ani-DHP wurden NMR-Spekiren mit

Hilfe unterschiedlicher Methoden aufgenommen und miteinander verglichen. In Abb. 59 sind
die 'H-NMR-Spekiren der DHPs gezeigt.
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Relative Signal-Intensitiit
aromalische und Methoxy-H-Atome
olefinische H-Atome aliphatische H-Atome ™
A ¥ — r |

Chemische Verschicbung [ppm)

Abb. 59. IH-NMR-Spektren von (A) DHP aus Coniferylalkohol, (B} DHP aus
Coniferylalkohol und 3,4-Dichloranilin, (C) DHP aus Coniferylalkohol und [I°N] Anilin in
dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K. Die Bereiche der chemischen Verschiebung filr aromatische,
aliphatische und Methoxy-H-Atome sind oberhalb der Spekiren eingezeichnei.

Filr Ref-DHP konnte die Zuordnung einiger Signale anhand von Literaturdaten (Ludwig
1971; Lundquist 1980) vorgenommen werden. Das Signal bei 2.49 ppm wurde durch das
Lasungsmittel Dimethylsulfoxid, jenes bei 3.30 ppm durch den internen Standard Methanol
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hervorgerufen. Zwischen 3.61 und 3.80 ppm befand sich ein schlecht aufgeldstes Multiplen,
dem aliphatische H-y-Atome und H-Atome aromatischer Methoxygruppen (3.70-3.80 ppm)
zuzuordnen sind. Die weiteren aliphatischen H-Atome waren H-y in olefinischen Seitenketten
(4.15ppm), H-B in B-O-4-Bindungen (435ppm), H-o und H-B in verschiedenen
Bindungstypen (4.60 ppm), H-at in B-O-4-Struktureinheiten (4.70 ppm), H-ot in verschiedenen
Bindungstypen (5.0 ppm) und H-a in B-5-Strukturen (5.48 ppm). Im Tieffeldbereich des
Spektrums waren drei Signalgruppen bei 6.20ppm (H-8 in olefinischen Seitenketten),
6.46 ppm (H-¢t in Coniferyl-alkobol-Endgruppen) und ein nicht aufgeléster Bereich von 6.80-
7.10 ppm (aromatische H-Atome und Vinyl-H-Atome in Coniferylaldehyd-Seitenketten) zu
erkennen. Durch den Einbau der Xenobiotika in DHPs wurde das Spekirum deutlich
verinderl. Neben einer erhthten Linienzahl in DCA-DHP und Ani-DHP wurde gegeniiber
Ref-DHP auch einc verbesserte Auflésung der Resonanzen beobachtet, In DCA-DHP traten
zusiizlich zu den in Ref-DHP detekiierten noch einige weitere Signale bei 4.32, 4.63, 4.80,
6.65 und 7.20 ppm auf, wobei zusitzliche Verinderungen im Verschiebungsbereich der
aromatischen H-Atome infolge der mangelhafien Auflésung in Ref-DHF nicht zuzuordnen
waren. In Ani-DHP wurden bei 4.40, 4.65, und 6.60 ppm zusdtzliche Signale detcktiert, die in
Ref-DHP fehlten. Das Verhiltnis aromatisch/olefinischer (6.0-7.3 ppm) zu aliphatischen und
Methoxy-H-Atomen (3.4-5.9 ppm) wurde durch Integration quantifiziert. Die errechneten
Werle betrugen fiir Ref-DHP .43 (3 aromatische, 7 aliphatische H-Atome), fiir DCA-DHP
{bei ciner theoretischen Einbaurate von 100 %, also einem molaren Verhilmis von
Coniferylalkohol/DCA von | : 1) 0.86 (6/7) und fiir Ani-DHP (Einbaurate 100 %, molares
Verhiliis Coniferylalkohol/[13N] Anilin 1:1) 1.14 (8/7). Dic nach der oben genanmten
Melhode gemessenen Werte waren 0.45 (Ref-DHP}, 0.71 (DCA-DHP) und 0.86 (Ani-DHP).
Damit lassen sich die Einbauraten von DCA in DCA-DHP und [15N] Anilin in Ani-DHP grob
mit 60 % annihemn. Dieser Wert liegt deutlich hher als jener, der unabhingig davon durch
Quantifizierung der inkorporierten Radioaktivitdt (ca. 40 %) in [14C] DCA-DHP bestimmt
wurde. Die maximale theoretische Einbaurate betriigt 50 % (molares Verhiltnis Coniferyl-
alkohol/DCA 2 : 1). Der relative Anteil von Signalen, die auf das Vorkommen von H-Atomen
olefinischer Seitenketten zuriickzufiihren waren (4,15 (H-y), 6.20 (H-B), 6.46 (H-0) ppm), war
in DCA-DHP und Ani-DHP gegeniiber Ref-DHP um 30-50 % reduziert (Abschitzung aus den
Integralen der entsprechenden Signale).

13C-NMR-Spektroskopie

Als weitere Methode zur Charakierisierung der Bindung von DCA und [13N] Anilin an
Ligninkomponenten wurde die 13C-NMR-Spekiroskopie eingeseizt. Die cntsprechenden
Spektren fir Ref-DHP, DCA-DHP und Ani-DHP sind in Abb. 60 gezeigt. Im Vergleich mit
Ref-DHP erscheinen in DCA-DHP zwei zusitzliche Signale im aliphatischen Verschiebungs-
bereich (56.7 und 84.1 ppm) und mindestens 10 neue Signale im Bereich der aromatischen C-
Atome (111.6, 113.3, 1140, 116.5, 1168, 119.7, 130.9, 131.0, 145.5 und 148.2 ppm). In Ani-
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DHP wurden zwei neue aliphatische !3C-Signale (56.7 (Dublett) und 84.3 ppm) und
mindestens 10 zusilzliche Signale von aromatischen C-Atomen (111.6, 113.1, 116.0, 116.8-
117.1, 119.7, 131.1, 132.0, 145.4 und 147.9 ppm (Dublett)} nachgewiesen.

Relative Signal-Intensitit
A
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Abb, 60. 13C-NMR-Spekiren von (A) DHP aus Conifervialkohol, (B) DHP aus Coniferylalkohol und
3,4-Dickloranifin, {C) DHP aus Coniferylalkohol und | I5N] Anilin in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K.
Der Numerierung von Signalen in (A) entsprechen die in Tab. 25 aufgelisteten Zuordnungen. Kenn-
zeichnung der in (B) und (C) gegeniiber (A) neu aufiretenden Signale mit L und «. Chemische Ver-
schiebungswerte der DCA-H-Atome sind mit T angezeigi.
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Die Literaturdaten fitr die Zuordnung der in Ligninen auftretenden 13C-Signale wurden
durch umfassende Arbeiten mit Modellsubstanzen wiederholt belegt (Lapierre et al. 1987;
Robert 1993). Durch Vergleich des Spektrums von Ref-DHF mit diesen Referenzen wurden
die in Tab. 25 zusammengefaBten Zuordnungen getroffen.

Tab. 25. Zuordnung der 13C-NMR-Signale eines Dehydrierungspolymerisats (Ref-DHP; dg-
Dimethylsulfoxid, 303 K).

Signalnumrmer | Zuordnung & [ppm] 8 [ppml]
{Lileratur) | (Ref-DHP)

1 Dimethylsulfoxid (Losungsmittel) 39.5 39.5

2 C-B in B-5-Struktureinheiten 52.8-53.5 53.0

3 C-B in B-B-Struktureinheiten 53.4-54.0 53.6

4 Aromatische OCH3-Gruppen 55.7-55.9 55.7

5 C-vy in B-O-4-Struktureinheiten 59.8-61.7 61.6

6 C-yin B-5-, B-0-4 {mil 0-C=0)-Struktureinheiten, 61.9-63.8 62.9
C-y in Coniferylalkohol-Seitenketien

7 C-yin B-B- und Dibenzyltetrahydrofuran- 70.7-71.5 70.9
Struktureinheiten

8 C-a. in B-O~4-Struktureinheiten 71.5-72.5 71.2

9 C-f in B-O-4-, C-at in B-B-Struktureinheiten B3.5-86.0 84.0

10 C-a in B-5-Struktureinheiten B5.8-87.1 86.9

11 C-2 in Guajacyleinheiten 110.4-111.6 1104

12 C-5 in Guajacyleinheilen 114.9-115.7| 114.9;115.1

13 C-6 in Guajacyleinheiten 117.4-120.3| 118.1-119.0

14 C-ctund C-8 in Coniferylalkohol-Seitenketten | 128.0-129.3 | 128.0-129.4

15 C-1 in B-5-Struktureinheiten, C-1 in 129.5-130.5 130.2;
Coniferylalkohol-Seitenketten 130.5

16 C-1 in Guajacyleinheiten 133.6-135.3 134.0

17 C-4 in 5-5- und Guajacyl (phenolisch)- 143.4-145.3 143.6
Strukwreinheiten

18 C-3 (phenolisch) und C-4 in Guajacyl- 146,9-148.1] 147.0-147.6
Struktureinheiten

19 C-3 in Guajacyl-Struktureinheiten 149.1-150.7 149.7

Die DEPT-Pulss¢quenz

Zur Unterscheidung der 13C-Signale von CH3-, CHp-, CH-Gruppen und quartiren C-Atomen
kann das J-modulierte Spinecho- oder auch DEPT (Distortionless Enhancement by Polari-
zation Transfer)-Experiment dienen (Doddreil et al. 1982). Die DEPT-Pulssequenz bewirkl
neben einer Empfindlichkeitssteigerung durch Polarisationsiransfer eine Editierung von 13C-
Signalen nach ihrer Multiplizitdt, d.h. nach der Anzahl direkt gebundener H-Atome. Je nach
Pulslinge des ,Read-Pulses” (letzter Puls einer Pulssequenz) werden sogenannte DEPT-45-, -
90- und -135-Spekteen unterschieden. Davon kamen in der vorliegenden Arbeit DEPT-90 und
DEPT-135 zum Einsalz. DEPT-90-Spektren zeigen ausschlieBlich Methin-C-Atome. In der
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DEPT-135-Version erscheinen diese wie Methylgruppen in positiver, die Methylengruppen
dagegen in negativer Phase. In Abb. 61 sind zwei DEPT-NMR-Spektren von DCA-DHP
gezeigt. Durch Verwendung der DEPT-Pulssequenz konnten die in Tab. 25 getroffenen
Zuordnungen filr die in Ref-DHP avftretenden !3C-Signele noch zusitzlich untermauvert
werden: 55.7 ppm (CHs-Gruppen in OCH3), 60.1, 61.6, 62.9, 70.9 ppm (CH;-Gruppen von
C-y in verschiedenen Bindungstypen), 53.0, 53.6 ppm (CH-Gruppen von C-B in B-5- und B-8-
Strukturen), 84.2 ppm {CH-Gruppen von C-8 in B-O-4 und C-a in B8-B-Strukturen), 86.9 ppm
{CH-Gruppen von C-o in B-5-Strukturen), 110.0-129.5 ppm (aromatische CH-Gruppen von
C-2, C-5, C-6 (alle Guajacyl)), 129.5-150.0 ppm {quartire C-Atome von C-i, C-3, C-4 in
Guajacyl-Aromaten), Die in DCA-DHP gegenllber Ref-DHP zusétzlich auflretenden Signale
wiesen die folgenden Multiplizititen auf: 56.7 und 84.1 ppm (aliphatische CH-Gruppen), 111-
120 ppm (aromalische CH-Gruppen), 131-148 ppm (quartire C-Atome).
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Abb. 61. DEPT-13C.NMR-Spekiren von einem Dehvdrierungspolymerisat aus Coni-
ferylalkohol und 3,4-Dichloranilin; {A) DEPT-90, (B} DEPT-135, (C) ilbliches 3C-NMR-
Spektrum in dg-Dimethylsulfoxid. Kennzeichnungen: O (quartdre C-Atome), A (Methin-C-
Atome), V (Methylen-C-Atome), O Methoxyl-C-Atome (Details sighe Texi).
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15N.NMR-Spektroskopie

Als sine weitere Methode zur Charakierisierung der chemischen Umgebung des Anilin-
Stickstoffs in Ani-DHP wurde die 15N-NMR-Spektroskopie genuizt. Da aufgrund der gerin-
gen natiiriichen Haufigkeit des Isotops 15N (0.4 % gegenilber 99.6 % 14N), sowic dessen
niedrigen gyromagnetischen Verhiltnisses die NMR-Empfangbarkeit von 13N schr gering ist
{1.04 x 10 bezogen auf !H = 1), wurde fir die 15N-NMR-Untersuchungen von Ani-DHP
Isotopen-angereichertes Anilin (98 % 15N} eingesetzt. Mit Hilfe spezieller Methoden, 2.B. der
INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer)-Pulsfolge, gelingt die
Uberiragung der Populationsdifferenz von relevanten Kemzustinden eines empfindlichen
Kems wie 1H auf einc unempfindliche Kemsorte wie 15N Voraussetzung dafilr ist eine Spin-
Spin-Kopplung zwischen 'H und 19N, wobei eine Signalverstirkung um den Faktor yu/tny
{y = gyromagnetisches Verhiltnis) erreicht wird, Von den vorhandenen Proben wurden
zunichst sinverse gated” entkoppelte I5N-NMR-Spekuen aufgenommen, Diese wurden mit
15N-INEPT-Spektren verglichen. Letztere wiesen bei verbessertem Signal/Rausch-Verhiltnis
die gleichen Signallagen und Integralverhdlmisse auf. Deshalb konnten filr eine genzauere
Identifizierung intensititsschwacher Resonanzen INEPT-Spektren (entsprechend einer LJ(N-
H)-Kopplung von 75 Hz) eingesetzi werden. Die aus den gekoppelien L5N-Spektren spiter
ermittelten 1J{N-H)-Werte betrugen filr [15N] Anilin 80 Hz und in Ani-DHF 85 Hz (Abb.
62 A).
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Fermnkopplungen wurden dabei nicht aufgelsst. Wie in (Abb. 62 B} gezeigt, tralen in den
IH-entkoppelten !5N-Spektren zwei unterschiedliche Signalgruppen bei -313.5 bis
-314.2 ppm und bei -316.7 bis -317.8 ppm auf. Dic Aufspallung beider Signalgruppen in
Dubletts im 1H-gekoppelien Spekirum (Abb. 62 A} zeigt, daB am Anilin-Stickstoff in beiden
Fillen genau ein weiteres Proton direkt gebunden ist, Zusttzlich wurde ein zweidimensionales
IH-15N-Shift-Kormrelationsspektrum oder auch COSY (Correlated Spectroscopy) aufgenom-
men. Auf beiden Achsen eines solchen COSYs sind chemische Verschiebungen aufgetragen
und man erhilt ein Konturdiagramm, bei dem direkt miteinander koppelnde Keme ein
Kreuzsignal ergeben. Demnach ergaben sich filr Ani-DHP die folgenden 1Y (H-N)-Konnek-
tivitdten: -313.7 zu 5.90 ppm, -316.7 zu 5.81 ppm, -317.2 zu 5.83 ppm und -317.7 zu
5.87 ppm. Um die H-N-Kopplungen ilber zwei und mehr Bindungen nachweisen zu kdnnen,
wurde auf das COLOC (Correlstion via Long Range Couplings)-Experiment, ein
spezielles Verfahren der zweidimensionalen NMR-Spektroskopie, zurilckgegriffen (Abb. 63).
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Abb. 63. [H ISN-COLOC-NMR-Spektrum eines Dehydrierungspolymerisates aus Coniferylaikohol
und 13N ] Anilin in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K (Bereich A: Restkopplungen von {3 (H-N), Bereich
B: 7] (H-N)-Kopplungen}.
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Die folgenden vicinalen N-H-Konnektivititen wurden detektiert: -313.7 zu 6.57 ppm,
-316.7 zu 6.60 ppm, -317.2 zu 6,60 ppm und -317.7 zu 6.60 ppm. Dabei blieb zunichst offen,
ob diese Kreuzsignale ausschlieBlich auf die Kopplung des Anilin-Stickstoffs mit den H-
Atomen H-2 und H-6 des Anilintnges zuriickzufihren sind oder ob der Stickstoff an einen
weiteren Aromaten gebunden ist, mit dessen H-Atomen er koppelt.

Um die in DCA-DHP und Ani-DHP auf den Einbau des Fremdstoffs zuriickzufithrenden
Veriinderungen in den 1H-, 13C- und 15N-NMR-Spekren den entsprechenden Bindungstypen
dieser Substzanzen im Polymer zuordnen za kdnnen, wurden geeignete Modellsubstanzen fiir
die Bindung von DCA und Anilin an Ligninkomponenten synthetisiert und spektroskopisch
charakterisiert, Filr die Auswahl der Modeliverbindungen waren die folgenden Uberlegungen
maBgebend: Wihrend der Ligninbiosynthese entstehen intermediir Chinonmethide, die dem
nucleophilen Stickstoff der Aniline zwei migliche Positionen der Anlagerung anbieten
(Abb. 63): C-a der aliphatischen Seitenkette (A} nachgewiesen von v.d.Trenck et al. 1981)
und C-6 des Guajacylringes (B; nach Studien von Simmons et al. 1989 mit Modellsubstanzen
filr Humuskompenenten). Als eine dritte Varianle der Bindung war die Ausbildung eines Azo-
methins bei der Addition des Anilin-Stickstoffs an Coniferylaldehyd-Seitenketten (C; bisher
nicht publiziert} zu priifen.

OH =
[ignin 1, | H,N\E-;ECI (Damin b N@CI
—
+ al cl
OMe OMe
@ OH
A

OH
OH

[T ko
Qi%

1) @m
0 “Q
cl
E vl &
-
OMe
(ot

[Tigoin }©

C

OMc

Abb. 64, Méglichkeiten der Anheftung von Anilinen an Lignin-Struktureinheiten und Mechanismus
der Bindungsbildung (A, Bindung von DCA an C-u. der aliphatischen Seitenketie; B, Bindung von
DCA an C-6 des Guajacylringes: C, Bindung von DCA an C-1 von Coniferylaldehyd-Seitenketten).
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3.2 Synthese und Charakterisierung von Modellsubstanzen

3.21 Charakterisierung der Edukte
Erythro-Guajacylglycerol-D-guajacylether

Die Synthese von Guajacylglycerol-8-guajacylether als Modell des in Ligninen am
héufigsien auftretenden Bindungstyps, der 8-O-4-Bindung, wurde von W.Schifer (1986) nach
einer Vorschrift von Nakatsubo el al. (1975) durchgefilhrt, die siereospezifisch zum erythro-
Isomer [brt. Das Reaktionsprodukt wurde mittels priparativer HPLC (s. II 15.3) zu einem
Reinheitsgrad von 96 % nach MaBgabe der Analyse mit einem Dioden-Array-Detektor
aufgereinigt. Nach Entfernen des Lsungsmittels im Vakuum (Rotavapor, Biichi, Flawil,
Schweiz) wurde das trockene Produkt der Reinigung in dg-Dimethylsulfoxid (Fluka, Neu-
Ulm) geltst und mittels verschiedener Methoden der Kemresonanz (NMR)-Spekiroskopie
charakterisiert. In Abb. 65 ist die Struktur von Guajacylglycerol-B-guajacylether, in Abb. 66
das UV-Spektrum (Maxiumum bei 280 nm) und in Tab. 26 die Zuordnung der NMR-Signale
zu den unterschiedlichen H-Atomen mit deren Kopplungen zu benachbarten H-Atomen
pezeigt.

H <
OCH, _OH
B-Ring Y
B OH

0 o

’ .
h
A-Ring
OCH,
OH

Abb. 65. Struktur von Guajacylglycerol-f-guajacylether und Bezeichnung der Struktur-
elemente. Zusdtzlich sind NOE-Effekte bei Einstrahlung in die Resonanzfrequenz
verschiedener H-Atame als gepunkiete Pfeile eingezeichnet (Details siehe Text),




OI. ERGEBNISSE

Abb. 66. UV-Spektrum von Guaja-
cylglycerol-8-guajacyl-ether in
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Tab. 26. 1H-NMR-Daten von Guajacylglycerol-f-guajacylether und Zuordnung der Signale
zu den entsprechenden H-Atomen {(NMR-Spektrum s. Abb. 68; Details 5. Text).

Zuordnung | Multipli- | Chem. Verschie- | Kopplungskonstanten
] | zitit | bung { [ppml} 0 [Hz]
Seitenkette
H-o t 4.73 4.7 (T (OH-00))
H-B L 431 4.7 (31 (OH-0)); 4.7 () (H-y)
Hy m 1.61 11.6 (J (HyyH-ya)); 4.7 (T (OH-)): 47 CT (H-B))
OH-a t 5.27 4.7 (1 (H-0)); 4.7 (1 (H-8))
OH-y t 4.58 4.7 (1 (H-YY)
A-Ring
H-2 d 7.03 2.0 (7 (H-6))
H-5 d 6.69 B.0 (‘J (H-6))
H-6 dd 6.79 8.0 C'1 (H-6); 2.0 (*] (H-6))
OCH;-3 5 3,66 S
OH-4 s 8.70 c
B-Ring
H-3' dd 6.90 7.4 C1 (H-4); 2.1 (T (H-5"))
H4' d 6.84 74 (1 (H-5', H-3' N2l "1 (H- 6,
H-5' m 6.80 741 (H4Y)7.5¢ J(H-6 ¥ 2.1 (T (H-3")
H-6' dd 6.98 7.5 (7 (H-5")); 2.1 (*F (H-4")
OCH,-2' 5 3.65 =
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Die 1H-NMR-Signale der H-Atome der aliphatischen Seitenkette erschienen im Verschie-
bungsbereich von 3.5-4.8 ppm. Der Wert der chemischen Verschiebung nahm mit zunehmen-
dem Abstand vom aromalischen Kem (also von H-o zu H-y) sb. Zusttzlich waren Signale der
Hydroxylgruppen an C-u (5.27 ppm} und C-y (4.58 ppm) zu sehen, Die Hydroxyl-H-Atome,
die in Dimethylsulfoxid nicht austauschten, koppelten mit einer Kopplungskonstante von
4.7 Hz iiber drei Bindungen zu den entsprechenden aliphatischen H-Atomen. Stmtliche
zwischen den aliphatischen H-Atomen auftretenden Kopplungen wurden durch das Auftreten
entsprechender Kreuzsignale im YH-'H-COSY (Abb. 67} belept und ifire Zuordnung damit
gesichert.

Relative Signalintensitit
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Abb. 67. 1H IH-COSY-NMR-Spektrum vor Guajacylglycerol-fi-gugjacylether in dg-Dimethyl-
sulfoxid bei 303 K. Kennzeichnung der Kopplungssysteme mit > (A-Ring), -—> (B-Ring),
Details s. Text.
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Im Verschicbungsbereich der aromatischen H-Atome traten zwei verschiedene Mehrspin-
systeme auf: ein Drei-Spin-System (AMX) im Ring A fiir die H-Atome H-3, H-6 und H-2
(geordnet nach steigender chemischer Verschiebung) und ein Vier-Spin-System (ABCD) filr
die H-Atome des B-Ringes (H-5', H-4', H-3' und H-6'). H-5 wies eine 3J-Kopplung von 8.0 Hz
zu H-6 auf. H-6 koppelle neben H-5 auch mit H-2 {47, 2.0 Hz). Etwas schwicriger gestaltete
sich die Zuordnung der !H-Signale im B-Ring. Inkremeniberechnungen zum EinfluB der
beiden Substituenten (+M-Fffeki, Entzug von Elektronen aus dem m-Elektronensystem des
Aromaten) auf die chemische Verschiebung der einzelnen H-Atome im aromatischen Kem
lieBen keine eindeutige Zuordnung zu. Diese gelang erst mit Hille von 1H,13C-COSY- und
COLOC-Experimenten (Abb. 68).

Zur Festlegung der Methoxy-Substitation (3.65 und 3,66 ppm) an den aromatischen
Ringen wurden NOE-Differenzspekiren aufgenommen. Durch Einstrahlung in den
Frequenzbereich eincs Kems erfolgt iber dic abstandsabhingige dipolare Kopplung ein
Eingriff in dic Relaxation riumlich benachbarter Keme. Dies fihrt zu einer Intensitiits-
inderung bei den Signalen der Nachbarkeme (Kern-Overhauser-Effekt, NOE). Zuniichst
wurde in die Frequenz der H-Atome bei 3.66 ppm eingestrahll. Das so erhaltene Doppel-
resonanz-Spekirum wurde vom urspriinglichen Spektrum subtrahiert, so daB nur jene Signale
aufiraten, die mit dem Kemn, in dessen Frequenz eingestrahlt wurde, dipolar koppeln. Es
wurde eine Kopplung mit dem FH-Atom bei 7.03 ppm (H-2) nachgewiesen, dicse
Methoxygruppe ist also an Ring A gebunden. Bei Einstrahlung in die Frequenz der H-Atome
bei 3.65 ppm wurde auf die gleiche Weise cine Kopplung zur Signalgruppe bei 6.50 ppm
(H-3") gezeigt und damil die Bindung dieser Methoxylgruppe an Ring B bewiesen.

Das 13C-NMR-Spektrum der Verbindung zeigte erwartungsgemiB 17 Signale ent-
sprechend der Anzahl der vorkommenden C-Atome (Zuordnung s. Tab. 27). Die chemische
Verschiebung der C-Atome ist ans umfangreichen NMR-Experimenten bekannt (Ralph 1988).
Aufgrund der Abh#ingigkeit der chemischen Verschiebung vom gewihlten Losungsmittel (im
Rahmen dieser Arbeit wurde Dimethylsulfoxid statl Aceton vewendet, da dieses Losungs-
mitte] sich als ideal filr die Aufnahme von DHP-Spektren erwicsen hatte und dic Modell-
substanzen fiir die Zuordnung der Signale in den Polymer-Spektren verwendet werden sollten)
war eine Nachmessung der Spektren notwendig. Mit Hilfe eines 1H13C-COSY wurde die
direkte Kopplung der Seitenketten-C-Atome (C-0. bei 71.71 ppm; C-B bei 83.7% ppm, C-y bei
60.15 ppm) mit den entsprechenden H-Atomen nachgewiesen (Abb. 68 A). Die Signale von
C-2 (111.30 ppm), C-5 (114.60 ppm) und C-6 (119.56 ppm) aus Ring A konnien mittels
IH,13C-COSY iiber die Kreuzsignale von H-2, H-5 und H-6 crmittelt werden. Dic Signale der
weiteren C-Atome von Ring A konnien durch Vergleich mit dem von Vanillylalkohol
(4-Hydroxy-3-methoxybenzylalkohol), einem Strukturanalogon fir den A-Ring, registrierten
13- NMR-Spektrum  ermitelt  werden  (C-1: 13328 ppm; C-3: 14699 ppm; C-%
145,47 ppm).
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Tab. 27. 13C-NMR-Daten von Guajacylglycerol-f-guajacylether und Zuordnung der Signale
zu den entsprechenden C-Atomen.

Zuordoung | Chem. Verschie- | Long range-Kopplungen (COLOC)
___ | bung [ppm])

Seitenkette

Co 71.71 25 (OH-a); “J(H-2)

c8 B3.79 31 (OH-BY; 1 (OH-0))

C-y 60.15 -

A-Ring

C-1 133.28 7y (1H-2); I (H-0); 1 (H-5); '] (OH-0)

c-2 111.30 31 (H-6); ] (H-0)

c3 14699 |3 (H-2);*T (OCH;-3); °] (H-5);

C-4 145.47 *J (H-2); °J (H-6)

C-5 114.60 J (H-6)

C-6 119.56 2y (H-5); 1 (H-2); °T (H-)

OCHjy-3 55.47 .

B-Ring

c-1 148.13 7y (H-6'); 1 (H-4")

c2 149.81 2y (H-3); °I (OCH5-2'); °7 (H4"); *1 (H-6")

c-¥ 112.75 21 (H4")

Cc-4' 121.02 21 (H-3"); '1 (H-6")

c-5 120.68 1 (H-6"); °Y (H-3")

C-6' 116.00 1 (H-5%)

OCH,-2' 55.63 E

Das Auftreten der Kreuzsignale von C-1, C-3 und C-4 mil den H-Atomen von Ring A im
1H,13C.COLOC, das C-H-Konnekiivititen fiber mehr als cine Bindung liefert, war ein
weilerer Beweis filr die korrekte Zuordnung (Abb. 68 B). Durch den EinfluB der zwei
Substituenten in Ring B sollten similiche C-Atome im Vergleich mit Benzol (128.5 ppm)
stiirker abgeschirmt sein, deren Signal also bei htherem Feld erscheinen. Dieser EinfluB
witkie sich fiir C-3 (112.8 ppm) vnd C-6' (116.0ppm) deutlicher aus als fir C4'
{121.02 ppm) und C-5' (120.7 ppm). Eine endgilltige Zuordnung wurde durch Vergleich der
Informationen aus UH,13C-COSY- und !H,13C-COLOC-Experimenten méglich (Tab. 27).
Zustitzlich wurde durch das COLOC-Experiment die Zuordnung der Signale quartirer
C-Atome, deren 31- und 4J-Konnektivitdten mit riumlich weiter entfemten H-Atoren sichibar

waren, ermaglicht.
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ABb. 68. 1HA3C-COSY (A)- und 1H,13C.COLOC (B)-NMR-Spekren von Guajacylglycerol:f-
guajacylether in dg-Dimethylsuifoxid bei 303 K (nur der Aromatenbereich ist gezeigt).

Zusdtzlich zu den NMR-Spektren wurde von Guajacylglycerol-B-guajacylether ein
Fourier-Transformations-Infrarot (FT-IR)-Spektrum in Dimethylsulfoxid (Abb. 69) aufge-
nommen. Die Zuordnung der dabei autretenden Banden ist in Tab. 28 gegeben.
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Tab. 28. Zuordnung der Banden im FT-IR-Spekirum von Gauajacylglycerol.f-guajacylether
in Dimethylsulfoxid.

Bandefem™] | Iniensitit | Zuordnung der Bande

3395 +++ O-H-Valenzschwingungen

2954 + C-H-Valenzschwingungen in Methyl- und Methylen-
gruppen

2837 + C-H-Valenzschwingungen in OCH3

1595 +++ C=C-Valenzschwingungen in Aromaten

1464 ++ C=C-Valenzschwingungen in Aromaten

1262 +++ C-O-Valenzschwingung in Arylalkylethern

1226 ++ C-H-Deformationsschwingungen

830 + C-H-Deformationsschwingungen (out of plane) bei 1,3.4-
Trisubstitution (Ring A)

760 ++ C-H-Deformalionsschwingungen (out of plane) bei 1,2-
Disubstitution (Ring B)

Coniferylaldehyd

Die kiufliche Chemikalie Coniferyiaidehyd (Aldrich, Steinheim) wurde direkt fir die
Synthese von Modelisubstanzen eingesetzt. Das Produkt war laut Dioden-Array-HPLC zu ca.
90 % rein. Die Identitit der Verbindung wurde mittels UV- {Abb, 70; Maximum bei 340 nm),
NMR- und FT-IR-Spektroskapie bestitigt.
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Die Zuordnung der H-Atome im 'H-NMR-Spektrum von Coniferylaldehyd ist in Tab. 29
gezeigt. Die aromalischen H-Atome erschienen als AMX-System bei 6.82 ppm (H-5),
7.15 ppm (H-6) und 7.33 ppm (H-2). Diese Signalgruppe wurde von den Signalen von H-o:
(7.58 ppm) und H-B (6.76 ppm) der olefinischen Seitenkeite, deren Kopplungskonstante
(15.8 Hz) auf das Vorlicgen einer trans-Konformation hinwies, eingerahmt. H-8 zeigte noch
eine zustitzliche Kopplung zu C-y (9.58 ppm) mit einer Kopplungskonstante von 7.9 Hz.

Tab. 29. 'H-NMR-spektroskopische Daten von Coniferylaldehyd in dg-Dimethylsulfoxid und

Zuordnung der Signale.
Zvordnung | Multipli- |Chem. Verschie- | Kopplungskonstanten
zitét | bung { [ppm]} (J [Hz]
H-2 d 7.33 2.0 (7 (H-6))
H-5 d 6.82 8.1 ('T (H-6))
H-6 dd 7.15 8.1 C'T(H-5)); 2.0 ("1 (H-2)
OCH3-3 5 3,82 =
H-ot d 7.58 15.8 ('T (H-8)
H-8 dd 6.76 15.8 (' (H-o0); 7.9 (Y (H-1)
Hy d 9.58 7.9 (3 (H-BY)

Von Coniferylaldehyd wurde zusdtzlich ein FT-IR-Spekirum (Abb. 71) in Dimethyl-
sulfoxid aufgenommen. Die Zuordnung der auftretenden Banden ist in Tab. 30 zu finden.
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Abb. 71. FT-IR-Spektrum
ven Coniferylalkohol in
Dimethylsulfoxid. Wellenzahl [cm'!]

Tab. 30. Zuordnung der Banden im FT-IR-Spelarum von Coniferylaldehyd in Dimethyl-

sulfoxid.
Bande [cm‘ll Intensitét Znordnung der Bande
3395 +++ 0-H-Valenzschwingungen
2054 + C-H-Valenzsehwingungen in Methyl- und Methylengruppen
2837 + C-H-Valenzschwingungen in OCHjz
1595 ¥+ C=C-Valenzschwingungen in Aromaten
1464 4+ C=C-Valenzschwingungen in Aromaten
1262 +++ C-0O-Valenzschwingung in Arylalkylethem
1226 ++ C-H-Deformationsschwingungen
830 ++ C-H-Deformationsschwingungen {out of plane) bei 1,3,4-
Trisubstitution (aromatischer Ring)
3,4-Dichloranilin

Fiir simtliche Synthesen wurde kiufliches 3,4-Dichloranilin (Riedcl-de-Haen, Seelze,
Niederlande) der Qualitit .pestanal” ohne weitere Reinigung verwendet. Zur Uberpriifung der
Idenlitit des Produktes wurden UV- (Abb. 72; Maximum bei 245 nm, Schulter bei 302 nm}
und NMR-Spekiren (Tab. 31) aufgenommen.
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Extinktjon bei 280 nm [relative Einheiten]

0.6

04

0.2 A

0.0

T T T

Abb. 72. UV-Spektrum von 3,4-Dichlor- 250 300 350 “00
anilin in Acetoniiril. Wellenldnge [nm}

Die NMR-spektroskopischen Daten von 3,4- Dichloranilin sind Tab. 31 zu entnehmen. Im
1H-NMR-Spektrum erschien das fiir eine 1,3; 4-Trisubstitution charakteristische AMX-
System mit einem Doppeldublett von H- 6 bei 6.51 ppm, cinem Dublelt von H-5 31 ©-6)
7.16 ppm) mit ciner Kopplungskonstante von 8.7 Hz, sowie einem weileren Dublett bei
6.73 ppm und einer Kopplungskonstante von 2. 6 Hz (1 (H-6)). Die Zuordnung der C-Atome
im 13C-NMR-Spektrum gelang durch selektive heteronukleare Entkopplung der aromati-

schen H-Atome. Die Intensitit der an diese H-Atome gebundenen C-Atome wurde wegen des
dabei auftretenden Kern-Overhauser-Effekts (NOE) um ein viclfaches angehoben. Auf
diese Weise wurde die chemische Verschiebung von C-2 (114.5 ppm), C-5 {130.4 ppm) und
C-6 (114.0 ppm) erhalten. Die chemischen Verschiebungen der sonstigen C-Atome wurden
durch Inkrement-Berechnungen ermittelt (Meier 1987).

Tab. 31. IH- und 13C-NMR-spekiroskopische Daten von 3,4-Dichloranilin in dg-Dimeshyl-
sulfoxid und Zuordnung der Signale ( dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K).

Zuordnung | Muiti- | 5 fppm] | Kopplungskonstanten Zuordnung [ppm]
plizitit (J 1Hz]

C-1 149.05

H-2 d 6.73 2.6 (*J(H-6)) c-2 114.47
C-3 130.87

C4 116.00

H-5 d 7.16 8.7¢( J(H )] C-5 130.39
H-6 dd 6.51 8.7 ( J(H “) 2.6 ( *F(H-2)) C-6 113.99

'
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{15N] Anilin

Das kiufliche Produkt [15N] Anilin (Chemotrade, Leipzig) wurde ohne vorherige
Reinigung fir die Synthesen eingeseizt. Zur Charakierisierung wurden UV- (Abb. 73;
Maximum bei 253 nm) und NMR-Spektren (Tab. 32) aufgenommen.

Extinktion [relative Einheiten]
1.0 1
0.5
0.0 1
ABb. 73. UV-Spektrum von 250 o0 350 L
[15N] Anilin in Wasser. Wellenllinge [nm]

Die erhaltenen NMR-Daten stimmien mit Literaturwerten (Meier 1987) schr gut iberein
{Tab. 32). Zoskizlich wurden die "J (15N-13C)-Kopplungen von C-1 (11.7 Hz), C-2,6 (2.6 Hz)
und C-3,5 (1.2 Hz) bestimmt. Deren Wert verringerte sich mit zunchmendern Abstand vom
[15N] Anilin-Stickstoff. Das 1H-entkoppelte I5N-NMR-Spektrum von [15N] Anilin zeigte ein
Singulett fiir den Anilin-Stickstoff bei -323.67 ppm und war damit im Einklang mit den
Literaturdaten (Berger el al. 1992).

Tab. 32, 18- und 13C-NMR-spekaroskopische Daten von [15N] Anitin in dg-Dimethylsulfoxid
bei 303 K und Zuordnung der Signale .

H-Atom | M | 8 [ppm} | Kopplungskonstanten C-Atom | M | & [ppm] Kop{)lungskonsr.anten
( [Hz} 1 (NP0 [Haly

C1 | d |14833[11.7('])
H-26 |dd | 653 |83 (:J(H-S bzw. H-5)); c26 § d | 11464 [26(¢D)
2.4 (“I(H-6 bzw. H-2))
H35 || 7.00 [B3CIHH-45bzw H46); | €35 | d [129.24 (12¢])
2.6 (*I(H-2 bzw. H-6Y)
H<4 | | 662 |83 (CTH-35); C4 g [11696]-
2.4 CI(H-2,6))
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3.2.2 Charakterisierung der Modellsubstanzen

3—(4-Hydroxy-3—methoxyphenyl)-3-(3,4-dichlorphenylamino)-z-(Z-methoxyphenoxy)-
propan-1-ol

Die Synthese dieser Modellverbindung gelang in zwei Reaktionsschritten. Zunéchst wurde
die Hydroxylgruppe in a-Position der aliphatischen Seitenketle von erythro-Guajacylglycerol-
B-guajacylether iiber eine nukleophile Substitution {Reaktionsmechanismus Sy2) mit Tei-
methylsilylbromid gegen Brom ausgetauscht. Dic Extraktion des Produkies gegen gesittigle
wiBrige NaHCO3- und dann gesittigte NaCl-Lissung ergab ein Chinonmethid (unimole-
kulare Elimination), an welches in Benzylposition 3 4-Dichloranilin addiert (anti-Addition
an exocyclische Doppelbindung) wurde. Als Hauptprodukt der Reaktion (85 % nach Mas-
sgabe der Dioden-Array-Detcktion bei 280 nm) wurde ein Stereoisomeren-Gemisch, beste-
hend aus dem threo- (DCA-Mod 1; Abb. 74 A) und dem erythro-Isomer {DCA-Mod 2,
Abb. 74 B) der Modellverbindung, erhalien. Das Verhiltmis threo/erythro-Isomer betrug
BO: 20.

B-Ring
Cl
C-Ring
Cl
A-Ring
OCH,
A B
CH,OH TH,OH
— 2 -
H——NHR? RIHN——H R?= 2-Methoxyphenyl
1 R?=13,4-Dichlorphenyl
R r!
erythro threo

Abb. 74. Struktur von (A} DCA-Mod I und (B) DCA-Mod 2 mit Bezeichnung der Struktur-
elemente (unien Fischer-Projektionsformein).
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Das Isomerengemisch wurde mittels priiparativer HPLC bis zu einem Reinheitsgrad von
95 % aufgereinigt (Abtrennung der Edukte). Die Signalzuordnung der Seitenketten-C- und H-
Atome von DCA-Mod 1 und DCA-Mod 2 pelang aus den NMR-Spektren des Isomeren-
gemisches. Eine Anreicherung von DCA-Mod 2 durch diastereospezifische Reinigungs-
verfehren wurde wegen der geringen Substanzmenge, die zur Verfiigung stand, nicht
unternommen. Der Strukturvorschlag filr beide Isomere der Modelisubstanz wurde mittels
UV- (Abb. 75; Maximum bei 275 nm filr beide Isomere) und NMR-Spektroskopie bestitigt.

Extinktion [relative Einheiten]
1.0 A
05
0.0 1
T T
ABb. 75, UV-Spektrum von DCA- 250 300 350
Mod I und DCA-Mod 2 in Acetonitril, Wellenltinge [nm]

Die NMR-Spektren des Isomerengemisches von DCA-Mod 1 und DCA-Mod 2 (acety-
liert) wiesen im Verschiebungsbereich der aliphatischen H- und C-Atome einige Verinde-
rungen gegeniiber der Synthesevorstufe Guajacylglycerol-8-guajacylether (acetyliert) auf. Das
in Benzylposition befindliche o-H-Atom erschien bei 4.85 (threo) bzw. 4.81 ppm (erythro;
statt 5.91 ppm in Guajacylglycerol-B-guajacylether), das entsprechende a-C-Atom bei 57.34
(threo) bzw. 57.00 ppm (erythro; statt 73.91 ppm in der Synthesevorstufe). Diese Hochfeld-
Verschiebung der Signale zeigle den Einfluf des direki an diese Position gebundenen aroma-
tischen Amins an. Die Auswirkung der Addition von 3,4-Dichloranilin an das Benzyl-C-Atom
war in B-Position geringer als in ¢-Stellung. Das Signal von H-8 war bei 4.66 (threo) bzw.
4.72 ppm (erythro; stait 4.82 ppm in Guajacylglycerol-B-guajacylether), jenes von C-B bei
80.64 (threo) bzw. 79.95 ppm (eryrhro; statt 79.48 ppm) zu finden. In y-Position wirkte sich
die ¢i-Substitution der Hydroxylgruppe gegen 3,4-Dichloranilin nur geringfiigig aus (1H: 4.05
und 4.16 ppm (y; und ¥, in rhreo) bzw. 4.15 und 4.27 ppm (y; und 1, in erythro) statt 4.19,
4.32 ppm in Guajacylglycerol-B-guajacylether; 13C: 63.15 (thre) und 63.10 ppm (erythro)
statt 62.58 ppm).
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In den aromatischen Ringen A und B veréinderten sich die chemischen Verschicbungen
von DCA-Mod 1 gegenilber der Synthesevorstufe kaum und die Signale konnten mit Hilfe
verschiedener Korrelationsspektren (YH,IH-COSY; 1H,13C-COSY, I1H,13C-COLOC)
zugeordnet werden (Tab. 33). Eine cindentige Interpretation der NMR-Spektren von DCA-
Mod 2 konnte wegen der geringen Intensilét der Signale im Aromatenbereich aufgrund der
geringen Substanzmenge nicht erreicht werden. Die quantitative |H-NMR-Analyse der Inten-
sitiiten der Acetyl-CHy an C-y bestitigte das Vorliegen einer 80:20 threolerythro-Isomeren-
mischung. Die in DCA-Mod 1 gegeniiber Guajacylglycerol-8-gugjacylether neu aufiretenden
Signale von Ring C erschienen im /H-NMR-Spektrum als AMX-System bei 6.64 ppm (H-6),
6.88 ppm (H-2") und 7.20 ppm (H-5"). Thre zweifelsfieie Zuordnung gelang mit Hilfe eines
1H JH-COSYSs, welches die Kopplungen der H-Atome von Ring C aufzeigt (Abb. 76).

Relative Signalintensitéit

6.6

L 6.8

l_ 7.0
8
<

— 1 | 7.2
__% s)

Chemische Verschiebung [ppm]

Abb. 76. 1H IH-COSY-NMR-Spekirum des Isomerengemisches DCA-Mod I und DCA-Mod 2
in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K {nur aromatische H-Atome gezeigt). Kennzeichnung des
AMX-Systems des C-Ringes von DCA-Mod 1 mit -—>.




1. ERGEBNISSE 144

Tab. 33. IH-NMR-Daten von DCA-Mod 1 (acervliert) in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K und
Zuordnung der Signale zu den entsprechenden H-Atomen.

Zuordnung | Multipli- | Chem. Verschie- | Kopplungskonstanten F
. zitit  |bung [ppml) (7 [Hz}

Seitenkette

H-a (threo) t 4.83 5.4 T (H-8))

H-u (erythro) t 4381 ca. 5.3 (°T (H-B)

H-B (threc) m 4.66 komplex

H-B {erythro) m 4.72 komplex

H-y (threo) 2xdd | 405041605} | 6.0 (gl (i /H-B)); 4.1 1 (yo/H-8))

H-¥ (erythro) 2xdd | 415015427 () |ca 4.0 (T (Yo/H-B)

CH3 (Acetyl an s 2.05 -

OH-; threa}

CHa (Acetyl an s 2.15 -

OH-y; erythro)

A-Ring (threo)

H-2 d 7.28 23 (:J (H-6))

H-5 d 7.00 8.2 (1 (H-6))

H-6 dd 6.79 8.2 ('1 (H-6)); 2.3 ('T (H-6))
OCH;-3 s 3.70 -

CHj (Acetyl 3 2.21 -

an OH-4)

B-Ring (threc

H-Y dd 6.95 8.0 (T (H4"); 1.8 (T (H-5')

H4 td 6.86 8.1 (T (H-5", H-3")); 2.0 (*T (H-6")
H-5 m 6.80 8.2 (1 (H-4'; H-6"); 1.8 (T (H-3")
H-6' dd 6.93 8.2 (T (H-5")); 2.0 (*T (H4")
OCH3-2' 5 3.73 -

C-Ring (threo

H-2" dd 6.88 2.7 (:J (H-5")

H-5" td 7.20 8.8 (' (H-6")

H-6" m 6.64 8.8 (7 (H-5™; 2.7 (T (H-2")

Die C-Atome C-2", C-5" und C-6" konnlen wegen des Aufiretens von Kreuzsignalen mit
den entsprechenden H-Atomen im 1H,13C-COSY zugeordnet werden. Die Zuordnung der
verbleibenden C-Atome des C-Ringes ergab sich avs den Long-Range-Kopplungen mit den
bereits zugeordneten Resonanzen im *H,13C-COLOC. C-1" zeigte dabei Kopplungen mit
H-2" und H-5", C-3" mit H-2" und H-5", sowie C-4" mit H-2" und H-6" (Tab. 34).
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Tab. 34. 13C-NMR-Daten von DCA-Mod 1 und DCA-Mod 2 (acetyliert) in dg-Dimethyl-
sulfoxid bei 303 K und Zuordnung der Signale zu den entsprechenden C-Atonten.

Zuordmung | Chem. Verschie- | {C-H)-Long ran, ge-Kopplungen (COLOC)
' bung ( [ppml)

Seitenkette

C-ot (threo) 57.34 “J (H-B)

C-at (erythro) 57.00 -

C-8 (threo) 80.64 |7 (H-0: T (H) Y ()
C-B (erythro) 79.95 -

C-y (threo) 63.15 *J (H-B);

C-y (eryrhro) 63.10 -

A-Ring (threo

C-1 138.5 71 (H-2); ] (H-6)
Cc2 112.05 5

Cc3 150.61 j (H-2)

c-4 138.30 *7 (H-2); 'Y (H-6)
c-5 122.39 -

C-6 119.45 ‘1 (H-2)

OCHy-3 55.49 3

B-Ring {threo

cr 147.19 2

c2' 150.28 I (H-3")

c-¥ 112.69 2

c-4 124,38 L

c-5 122.64 L

c6 120.58 1 (H-59

OCH;-2' 55.70 z

C-Ring (threa)

c-1” 147.86 I -2, "1 (H-5")
ca 113.86 L

c3” 131.04 2y (H-2); T (H-5")
c4” 11695 31 {-27); '1 (H-67)
c-5” 13030 -

c-6" 113.24 ] (H-2")

3—(4-Hydroxy-3-melhoxyphenyl)-3—phenylamino-z-(Z-methoxyphenoxy)-propan-l-ol

Neben DCA-Mod ! und DCA-Mod 2 wurden auf dem gleichen synihetischen Weg
Strukturanaloga mit {15N] Anilin als Edukt gewonnen (Abb. 77). Es entstand wiederum cin
80:20 threo/erythro-Isomerengemisch (Ani-Mod 1 (threo) bzw. Ani-Mod 2 (erythro))- Ein
entscheidender Vorteil dieser Modellverbindungen gegenilber jenen, die 3,4-Dichloranilin als
Strukturbaustein enthielien, waren dic verbesserten Aufnahmebedingungen fiir die 15N-NMR-
Spekiroskopie zur Charakterisierung der chemischen Umgebung des Anilin-Stickstoffs. Die
Identitit der Verbindungen wurde mittels UV- (Abb. 78; Maximum bei 274 nm fiir beide
Isomere), NMR- und FT-IR-Spektroskopie (Tab. 37) belegt.




1. ERGEBNISSE

146

B-Ring
C-Ring
A-Ring
A B
CH,OH CH,OH
H——OR? H——OR2 R'= Guajacy!
1- -
H——NHR?} pRIgN——H R’= 2-Methoxyphieny)
R*= Pheayl
R! Rl
enytiro threo

Abb. 77. Stridaur von (A) Ani-Mod I und (B) Ani-Mod 2 mit Bezeichnung der Strukiur-
elemente (unten Fischer-Projekiionsformeln).

Abb. 78. UV-Spekirum von Ani-Mod 1

und Ani-Mod 2 in Acetonitril.

Extinkiion [relative Einheiten]

0.2

0.1 -

[LX1 My
T T
300 350
Welienltinge [nm]
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Die Auswertung der NMR-Spektren von Ani-Mod 1 und Ani-Mod 2 erfolgte analog zum
Vorgehen bei DCA-Mod 1. Bei der Zuordnung der Signale traten die folgenden Unterschiede
auf: Das Signal von C-ot (56.65 ppm in Ani-Mod 1; 57.04 ppm in Ani-Mod 2) spaltets wegen
der Kopplung zum 15N des Anilins in ein Dublett mit ciner Kopplungskenstante von 9.9 Hz
auf. Im Bersich der aromatischen H-Atome von Ani-Mod 1 traten gegenilber der syntheti-
schen Vorstufe Guajacylglycerol-B-guajacylether drei neue Signale eines AA'BB'C-Sysiemns
bei 6.48 ppm (H-4"), 6.56 ppm (H-2", H-6") und 6.98 ppm (H-3", H-5") auf. Deren Zuordnung
war mit Hilfe gines 1H,JH-COSYs méglich (Tab. 35). Die Zuordnung der 13C-Signale gelang
mit Hilfe von 1H,13C-COSY- (Abb. 79) und COLOC-Spektren (Tab. 36). Die chemischen
Verschicbungen der Signale von Ani-Mod 2 waren denen von Ani-Mod 1 sehr ahnlich. Das
Verhilinis der Signal-Intensititen in den quantitativen 1H- und 13C-NMR-Spekiren betrug in
etwa 80:20 (Ani-Mod 1/Ani-Mod 2) und entsprach damit den mittels HPLC ermittelten
relativen Anteilen.

Relative Signal-Intensitit

Chemische Verschiebung [ppm]

Abb. 79, 1H,13C-COSY-NMR-Spektrum des Isomerengemisches Ani-Mod 1 und Ani-Mod 2 in
dg-Dimethylsulfosid bei 303 K.
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Tab. 35. IH-NMR-spektroskopische Daten von Ani-Mod 1 (threo-Isomer) und Ani-Mod 2
(erythro-Isomer) in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K und Zuordnung der Signale.

Zuordoung | Multipli- | Chemische Verschie- | Kopplungskonstanten

| Zithit bung ( [ppm]} (¥ [Hz]

Seitenkette

H-o (three) |d 4.62 4.0 ('J(H-B))

H- {eryihro) |d 4,59 4.2 *H-BY)

H-B (threo) m 4,30 komplex

H-B (erythra) 4.41 komplex

H-y(threo) |m 339 (-, 3.63 () | 11.4 (CIH-y,/H-)); 5.1 CI(H-y,/H-8))
5.7 CI(H-y,/H-B))

H-y (erythro) | m 3.45 (H-y;); 3.54 (H-y,} | nicht quantifizierbar

A-Ring

H-2 (thres) |m 6.98 komglcx

H-2 (erythro) |d 7.07 2.0(] (H-6))

H-5 (three)  |d 6.63 3.0 1 (H-6))

H-5 (erythro) |d 6.64 8.1 (1 (H-6)

H-6 (threa) | dd 6.79 8.0 (1 (H-5));

H-6 (erythro) | m 6.80 nicht quantifizierbar

QOCH3-3 5 378 -

(threo)

QCH3-3 5 3.79 i

(erythro)

B-Ring

H3 Ghreo) |dd 6.97 8.1CJ (H4")

H-3' (erythro) | m 6.97 komg[ex

H4' (threc) [td 6.89 7.6 (1 (H-3', H-5")); 1.7 ("1 (H-6"))

H-' (erythro) |m 6.89 komgnlex

H-5' (threa) |m 6.79 7.9 (1 (H4', H-6")); 1.65 (*J (H-3")

H-5' (erythro) | m 6.81 komplex

H-6' (threo) |m 6.90 komg:lex

H-6" (erythro) | dd 7.01 79 C1 (H-5")

OCH3-2’ s 367 1

{threo}

OCH3-2' s 372 -

{erythro)

C-Ring

H-2", H-6" dd 6.55 84 (31 (H-3", H-5"))

(threo}

H-2", H-6" dd 6.53 84 ("J (H-3", H-5"))

{erythro)

H-3",H5"  |m 6.98 komplex

(threo)

H-3", H-5"  |m 6.98 komplex

(erythro)

H-4" (thres) |t 6.47 72 (3J (H-3", H-5"))

H-4" t 6.46 7.2 ("J ({H-3", H-5"))

(erythro)
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Tab. 36. 1IC-NMR-spektroskopische Daten von Ani-Mod [ (ihreo-Isomer) und Ani-Mod 2
terythro-Isomer} in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K und Zuordnung der Signale.

Zuordoung Chem, Verschie- | Kreuzsignale im 1H,13C-COSY-NMR-Spekirum
bung [ppm])

Seilenkette

C-0i (threo) 56,65 {Dublett) |4.62 (H-ot)

C-a (erythro) 57.05 (Dubleit) |4.59 (H-0)

C-B (threo) 84.32 4.30 (H-B)

C-B (erythro} 83.55 4.31 (H-B)

C-y (threo) 59.87 3.39 (H-1,); 3.63 (B-1q)

C-y {erythro) 60.21 3.45 {H-y,): 3.54 (H-y,)

A-Ring

C-1 (threg) 131.98 -

C-1 (erythro) 130.71 -

C-2 (threo) 11153 6.98 (H-2)

C-2 (eryihro) 112.35 7.07 (H-2)

C-3 (threa) 147.29 -

C-3 (erythro) 147,14 -

C4 (threo) 145.33 -

C-4 {zrythro) 145.39 .

C-5 (threo) 114.97 6.63 (H-5)

C-5 (erythra) 114.76 6,64 (H-5)

C-6 (thres) i19.71 6.79 (H-6)

C-6 {eryrhiro) 119.72 6.80 (H-6)

QCH3-3 (threo) 55.65 1.78 (Methoxy-H-Atome)

OCH3-3 (erythro) 55.71 3.79 (Methoxy-H-Atems)

B-Ring

C-1' (threo) 147.66 -

C-1' (erythra) 147.90 -

-2’ (threo) 15008 -

C-2' (erythro) 150.17 -

C-3" (threo) 112.65 6.97 (H-3")

C.3" (erythro) 112.68 65.97 (H-1")

C-4' (threo) 121.96 6,89 (H-4")

C-4* (eryihro) 121.95 7.05 (H-4")

C-5" (threa) 120.68 6.79 (H-5")

C-5" (erythro) 120.79 6.81 (H-5")

C-6' (threo) 117.23 6.90 (H-6")

C-6 (erythro) 117.55 701 (H-6")

OCH3-2' {threo) 55.47 3.66 (Methoxy-H-Atome)

QCH3-2' (erythro) 5546 3.72 (Methoxy-H-Atome)

C-Ring

C-17 (threo) 147.92 (d) -

C-1" (erythro) 147.61 (d) -

C-2",C-6" (threo) 113.10 (d) 6.55 (H-2", H-6")

C-2",C-6"(erythro) 113.89 (d) 653 (H-2", H-6")

C-3",C-5" (threo) 128.64 (d) 6,98 (H-3", H-5"}

C-3",C-5"(erythro) 128.74 (d) 6.98 (H-3”, H-5")

C-4" (threo) 116.00 6.47 (H-4")

C-4" (eryihro) 114.70 6.46 (H-4)
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Das 15N-inverse-gated-NMR-Spektrum des Isomerengemisches Ani-Mod 1 und Ani-
Mod 2 in dg-Dimethylsuifoxid wies im H-entkoppelten Spektrum zwei Signale bei -317.28
und -313.73 ppm mit einem IntensitAtsverhdltnis von 80:20 auf, die im gekoppelten Spektrum
jeweils in ein Dublett aufspalteten. Somit ist genau ein H-Atom an jedes N-Atom gebunden
(Abb. B0). Die relativen Signal-Intensitiiten spiegeln das mit Hilfe von Dioden-Armay-HPLC
und quantitativer 1H-NMR- sowie [3C-NMR-Spekiroskopie ermittelte threo/erythro-
Mengenverhiltnis von Ani-Mod 1 (80 %) zu Ani-Mod 2 (20 %) wieder.

Relative Signal-Intensitét

b

Abb. 80. SN-INEPT-NMR- T E g 4

T z T g
-315.0 -320.0

Spektrum des Isomeren-
gemisches Ani-Mod! und
Ani-Mod 2. Chemische Verschiebung [ppm]

Vom Isomerengemisch Ani-Mod | und Ani-Mod 2 wurde ein FT-IR-Spektrum in Di-
methylsulfoxid aufgenommen. Die Zuordnung der bebachteten Banden ist in Tab. 37 gegeben.

Tab. 37. Zuordnung der Banden im FT-IR-Spektrum des Isomsrengemisches Ani-Mod 1 und
Ani-Mod 2 in Dimethylsulfoxid,

| Bande[om™) | Intensitst _[Zuordnung der Bande

3375 +++ O-H-Valenzschwingungen

2954 + C-H-Valenzschwingungen in Methyl- und Methylengruppen

2837 + C-H-Valenzschwingungen in OCHj3

1595 +++ C=C-Valenzschwingungen in Aromaten

1464 ++ C=C-Valenzschwingungen in Aromaten

1262 +++ C-O-Valenzschwingung in Arylalkylsthen

1226 ++ C-H-Deformalionsschwingungen

830 ++ C-H-Deformalionsschwingungen (out of plane) bei 1,3,4-
Trisubstitotion (Ring A)

753, 695 C-H-Deformationsschwingungen (out of plane) bei

Monosubstitution (Ring C)

730 +4++ C-H-Deformationsschwingungen (out of plane) bei 1,2-
Disubstitulion (Ring B)
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N-(3,4-Dichlorphenyl)-N-iminoprop-3-(4-hydroxy-3-me1.hoxyphenyl)-2—en

Die Synlhese eines Azomethins aus Coniferylaldehyd und 3,4-Dichloranilin (hier als
DCA-Mod 3 bezeichnet) wurde in einer Einschritt-Reaktion direkt aus den Edukten emeicht.
Das bei der Kondensation anfallende Wasser wurde durch Zugabe von Molekularsieb in die
Reaktionslasung absorbiert. Das Reaktionsprodukt wurde mittels praparativer HPLC in einem
Acetonitil/Wasser-Gradienten (s. I 15.3) gereinigt. Der Reinheitsgrad von DCA-Mod 3
{Abb. 81) betrug anschlicBend nach MabBgabe der Dioden-Array-Detektion bei 280 nm 94 %.
Das Produkt wurde mittels UV- (Abb. 82; Maximum bei 345 nm), NMR- und FT-IR-
Spekuroskopie charakterisiert.

B-Ring

A-Ring

Abb. 81, Struktur von DCA-
Mod 3 und Bezeichnung
der Strukturelemente.
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Extinktion [relative Einheiten]
1.0
05
0.0 T T T
250 300 350 400
Abb. 82. UV-Spektrum von
DCA-Mod 3 Wellenlidnge [nm]

Das IH-NMR-Spektrum von DCA-Mod 3 wies zwei unterschiedliche aromatische AMX-
Systeme auf. Die Kopplungssysteme konntea mit Hilfe cines IH,1H-COSYs unterschieden
und die einzelnen Signale zugeordnet werden (Abb, 83). Dic Verschiebungswerte der H-
Atome aus Ring A (AMX-Spektrum 1) waren gegenitber Coniferylaldehyd nur geringfilgig
verindert (H-2 bej 7.28 ppm, H-5 bei 6.81 ppm und H-6 bei 7.07 ppm). Die H-Atome der
Methoxygruppe erschienen bei 3.83 ppm. Das zweite AMX-Kopplungsmuster war auf die
Bindung von 3,4-Dichloranilin in y-Position der olefinischen Seitenkette zuriickzufiihren.
Durch die Ausbildung einer Doppelbindung zwischen C-y und dem Amin-Stickstoff wurden
die chemischen Verschiebungen von H-2' (7.43 ppm), H-5' (7.61 ppm) und H-6' (7.17 ppm)
gegeniber  3,4-Dichloranilin zu tieferem Feld hin verschoben. Die H-Atome der
Doppelbindung wurden im Vergleich mit Coniferylaldehyd zum einen Teil Hochfeld- (H-o
bei 7.28 statt bei 7.58 ppm) und zum anderen Teil Tieffeld- (H-B bei 7.02 statt bei 6.76 ppm)
verschoben. H-y erschien bei deutlich héherem Feld (8.37 ppm) als in Coniferylaldehyd
(9.58 ppm) und zeigte eine Kopplung von 9.0 Hz zu H-B. Zur besseren Ubersicht ist die
Zuordnung der NMR-Daten in Tab, 38 gezeigt.
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Relative Signal-Intensitit

N T[T

Chemische Verschiebung [ppm]

Abb. 83. IH IH-COSY von DCA-Mod 3 in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K.

Tab. 38. {H-NMR-spektroskopische Daten von DCA-Mod 3 in dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K
und Zuordnung der Signale.

‘Zugrdnung | Mulfipki- { Chem.  Kopplungskonstanten

[ ! Verschie- ‘

[ zitht _|bung ([ppmd) [ (J [H2]

Seitenkette

H-o d 7.28 15.7 (T (H-BY)

H-B 7.02 15.7 3(’J (H-c)); 9.0 (I (H-y)
H-y d 837 9.0 ('] (H-B))

A-Ring

H-2 d 7.28 2.0CI (H-6)

H-5 d 6.81 8.1 (1 (H-61)

H-6 dd 7.07 8.1 (7 (H-5)); 2.0 (' (H-2))
OCH;-3 s 3.83 -

B-Ring

H-2' d 7.43 2.4 ("1 (H-6")

H-5' d 7.61 9.0 (I (H-6")

H-6' dd 7.17 9.0 (°T (H-5); 2.4 ('T (H-2'))
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Zusitzlich zu den NMR-Spektren wurde von DCA-Mod 3 ein FT-IR-Spektrum in Di-
methylsulfoxid (Abb. 84) aufgenommen. Die Zuordnung der dabei auftretenden Banden ist in
Tab. 39 gegeben.

Transmission [%]
100
ﬂ} -
0
T T T T T T T T T I L) T T L L T T T L] E] L] T T

Abb. 84. FT- -IR-Speka‘rum 9 1000
von DCA-Mod 3 in Lo 000
Dimethylsulfoxid. Wellenzahl {cm-1]

Tab. 39. Zuordnung der Banden im FT-IR-Spektrum von DCA-Mod 3 in Dimethylsulfoxid.

Bande [cm’’] Intensitit Zuordnung der Bande

3459 + 4+ 0O-H-Valenzschwingungen

3014 + C-H-Valenzschwingungen in Aromaten

2915 + C-H-Valenzschwingungen in Methyl- und Methylen-
Eruppen

1645 ++ C=C-Valenzschwingungen in Aromaten

1235 + C-H-Deformationsschwingungen

832 ++ C-H-Deformationsschwingungen (out of plane) bei
1,3.4-Trisubstitution (Ring A und B)

3.23 Zuordnung der Bindungstypen von 3,4-Dichloranilin und [15N] Anilin in DHPs

Filr die Signalzuordnung wurden die NMR-Spektren von Modellsubstanzen mit denen der
entsprechenden DHPs verglichen. Im 'H-NMR-Spekimum eines Copolymerisates von 3.4-
Dichloranilin und Coniferylalkohol (DCA-DHP) traten zwischen 8-10 ppm zwei intensive
Signale (8.75 und 8.83 ppm) auf, die aufgrund ibrer chemischen Verschiebung Aldehyd-H-
Alomen oder Azomethin-H-Atomen (dies entspriche einer Bindung von DCA an Aldehyd-
Seitenketten im Polymer) entsprechen kdnnten. Im 13C-NMR-Spektrum fchlten jedoch die
entsprechenden Signale fiir die Aldehyd- bzw. Azomethin-C-Atome. Diese Signalgruppen
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zeigten nach MaBgabe von 'H,'H- und 'H,13C-COSY-NMR-Spekiren keinerlei Kopplungen
zum Rest des Polymers, auch nicht dlber mehr als zwei Bindungen. Da im Spektrum von
Guajacylglycerol-B-guajacylether ein Signal bei 8.70 ppm auftrat, darf angenommen werden,
daB es sich um das Signal aromatischer Hydroxylgruppen in Nachbarschaft zu Methoxy-
gruppen handelt, die in Dimethylsulfoxid nicht austauschen. Als die gleiche Probe finf
Monate nach erstmaliger Aufnahme der NMR-Spekiren nochmals vermessen wurde, fehlte
dieses Signal vollstindig, wihrend simtliche ansonsten beobachteten Signale weiterhin mit
der gleichen Intensitit wie zuvor nachgewiesen wurden. Diecs 148t sich durch Austausch-
phiinomene mit der im Lasungsmittel im Laufe der Zeit kondensierenden Luftfeuchtigkeit
erkliiren. Nach Zusatz von 0.1 M DCl wurde ein sofortiger quantitativer Austausch beob-
achtet. Der schlilssige Beweis, da8 in DCA-DHP keine Bindung des DCAs an Coniferyl-
aldehyd-Seitenketten auftritt, wurde durch die Synthese einer Modellsubstanz (DCA-Mod 3)
fir diesen Bindungstyp angetreten. Des Signal des Azomethin-H-Atoms erschien bej
8.37 ppmm, jenes von Coniferylaldehyd bei 9.58 ppm. Im Bereich zwischen 7.60 und 8.70 ppm
wraten keine nachweisbaren Signale im 'H-NMR-Spektrum von DCA-DHP auf. Bei 9.60 ppm
war sowohl in DCA-DHP als auch in Ref-DHP (Polymerisat aus Coniferylalkohol) ein Signal
{Dublett) mit einer duBerst geringen Intensitit zo erkennen, daB Coniferylaldehyd-Endgruppen
zuznordnen war. Mittels Thicacidolyse (s.I0 1.3.1) wurde filr Coniferylaldehyd-Endgruppen
ein Anteil von weniger als 4 % an monomeren und dimeren Abbauprodukten dieser Methode
aus Ref-DHP ermittelt. Demnach hatte die Carbonylgruppe von Coniferylaldehyd in DHPs
keine Relevanz fiic die Bindung von DCA. Diese Inierpretation wurde auch durch NMR-
Experimente mit einem Copolymerisat aus [15N] Anilin und Coniferylalkohol (Ani-DHF)
gestiitzt, bei dem ebenfalls kein Signal im Verschisbungsbereich von Azomelhinen (40 bis
-70 ppm; Berger et al. 1992) erhalten wurde.

Eine weitere Modeliverbindung wurde durch Anlagerung von 3,4-Dichloranilin an C-o¢ der
aliphatischen Seitenikette von Guajacylglycerol-8-guajacylether, einem Struklurmodell fiir die
B-O-4-Struktureinheit als haufigstem in Ligninen auftretenden Bindungtyp, erhalten. Bei
dieser Synthese entstand ein Gemisch von Stereoisomeren mit einem Verhiltnis von 80:20
(threo/erythra). Die beiden Isomere wurden als DCA-Mod 1 (threo-Isomer) und DCA-Mod 2
{erythro-Isomer) bezeichnet. Der Vergleich der NMR-Spekiren des Isomerengemisches mit
jenen von DCA-DHP erlaubte dic Zuordnung einer Reihe von Signalen, die bei DCA-DHP
auftraten und gestatiete damit die Bestimmung des Bindungstyps von DCA im Polymer.
Durch die Bindung von [15N] Anilin an C-a von Guajacylglycerol-B-guajacylether wurden
Struktursnaloga zu den enlsprechenden DCA-Addukten synthetisiert (Ani-Mod 1; threo-
Isomer; Ani-Mod 2 erythro-Isomer). Das Mengenverhiltnis beider Isomere im Polymer belrug
wiederum 80:20 (threoferythro). Ani-Mod 1 und Ani-Mod 2 dienien 2ur weiteren
Charaklerisierung der chemischen Umgebung von Anilinen in DHPs. Dabei war vor allem die
15N-NMR-$pektroskopie von groBem diagnostischem Wert,
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Der Vergleich der 1H-NMR-Spektren von DCA-DHP und Ani-DHP mit Ref-DHP und
geeigneten Modelisubsianzen gab erste Hinweise auf den Bindungstyp von DCA in den in
vitro-Polymeren (Tab. 40 A, B).

Tab. 40. Zuordnung der '.NMR-Signale von DCA-DHP (A) und Ani-DHP (B) durch
Vergleich mit Ref-DHP und verschiedenen Modellsubstanzen {dg-Dimethylsulfoxid bei

303 K).
A
Zuordnung | &ppml | Blppm] | S(ppml | &fppm] | Slppm] | 3 [ppm]
| G-B-y G-8y (Ref- | DCAModl | DCA | (DCA-DHPY
(acctylit) | DHP) | tacerylierty
Dimethylsulfoxid {L8sungsmitiel) 2.49 249 2.49 249 2.49 2.49
H-yin B-0-4-Struktureinheiten 3.61 4.16;4.25 | 3.61-3.80 | 4.05; 4.16 - 3.50-3.80
Aromatische OCHz-Gruppen 3.65: 3.66 | 3.72;2.75 | 3.70-3.80 | 3.70; .73 - 3.60-3.80
H-B in B-0-4-Struktureinheiten 4.31 4.83 4.10 4.66 - 4.10; 432
H-tx, B-B in versch, Bindungen - “ 4.60 - - -
H-ix in B-O-4-Struktureinheiten 4.73 594 4,70 4.83 - 4.73; 4.63
H-cin verschiedenen Bindungen; 5.27 - 5.00 - - 5.00
OH-x in 8-O-4Struktureinheiten {OH-o)
H-a in B-5-Struktureinheiten - - 548 - - 5.48
H-B in Coniferylalkohol-Endgruppen - - 6.20 - - 6.20
H-a in Coniferylalkohol-Endgrp. - - 646 - - 6.46
H-6 aus DCA - - - 6.54 6.51 652
H-2 aus DCA - - - .58 6.73 659
H-5 aus DCA - - - 7.20 1.16 7.18
sonstige aromalische H-Atotne 6.69-7.03 | 6.84-7.16 | 6.65-7.10 | 6.79-7.28 - 6.50-7.10
B
Zuordsung T Sigpm] | oppm) | Blppmd | Olppml | 3 lppm)
| G8y | (ReFDHP)| AniMedi | [15N] Anili | tasiomm
P . Al b1 ] L
Dimethylsulfoxid (L8sungsmitiel) 2,49 249 249 249 2.49
H-yin B-0-4-Struklureinheiten 3.51 3.61-3.80 | 3.40;3.61 - 3.38;
1,60-3.80
Aromatische OCH3-Gruppen 3.65;3.66 | 3.70-2.80 31.67 - 3.70-3.B0
H-B in B-0-4-Struktureinheiten 4,31 430 431 - 4.32
H-a, H-B in verschiedenen Bindungen - A.50 - - 473
H-¢t in 8-0-4-Struktureinheiten 473 4.70 4.63 - 4.73;4.63
H-a in verschiedenen Bindungen; 5.27 5.03 o o 5.03
OH-otin B-0-4-Struktureinheiten (OH-a)
H-t1 in B-5-Sruktoreinheiten = 548 - - 5.50
H-B in Coniferylalkohol-Endgruppen B 6.20 - - 6,20
H-a in Coniferylalkohcl-Endgruppen - 6.46 - . 6.46
H- aus (15N] Anilin - - 648 6.62 6.48
H-2; H-6 aus [15N] Anilin S - 6.56 6353 657
H-3; H-5 aus [15N] Anilin - - 6.90 1.01 6.99
sonstige aromatische H-Alome 6§.69-7.03 6.65-7.10 | 6.79-7.28 6.62-7.10

Ein wesentlicher Unterschied der 'H-NMR-Spektren von DCA-DHP und Ani-DHP im
Vergleich mit jenen von Ref-DHP war das Auftrelen ¢ines intensiven zusitzlichen Signals im
Verschiebungsbereich der aliphatischen H-Atome in den Coniferylalkohol/Xenobiotika-
Copolymeren, dessen chemische Verschiebung mit dem Signal fiir H-o. und in den




. ERGEBNISSE 157

Modellverbindungen DCA-Mod 1/2 und Ani-Mod 1/2 iibereinstimmte. Im Aromatenbereich
von DCA-DHP wurde mittels VH,1H-COSY cin zusitzliches AMX-System, welches auf die
Konnektivititen der H-Atome des DCAs zuriickzufilhren war, nachgewiesen. Dieses
Kopplungssystem zeigte die gleichen Konnektivititsscharakteristika wie die Modellverbin-
dung DCA-Mod 1/2. In Ani-DHP traten zustzlich zu den aus Ref-DHP bekannten Signalen
drei aromatische H-Atom-Gruppen auf, die anhand des Vergleichs mit dem NMR-Spekirum
von Ani-Mod 1 als das AABB'C-System des an C-0t gebundenen Anilins zugeordnet werden
konnten. Diese Zuordnungen wurden durch die Analyse der 13C.NMR-Spekiren der
Polymere und Modellsubstanzen bestdtigt. In den Spekiren von DCA-DHP und Ani-DHP
wurden pegenilber Ref-DHP zwei neue Signale aliphatischer C-Atome detektiert, die durch
Vergleich mit den Modellsubstanzen C-a (56.7 ppm) und C-B (84.1 ppm) zugeordnel wurden
(Tab. 41). Zusitzlich wurden die aromatischen Signale des an C-a gebundenen DCAs bzw.
Anilins im entsprechenden Polymer identifiziert.

Tab, 41, Zuordnung der **C-NMR-Signale von DCA-DHF (A) und Ani-DHF (B} durch Ver-
gleich mit Ref-DHP und verschiedenen Modellsubstanzen {dg-Dimethylsulfoxid bei 303 K).

A
Znordmung § {ppm] & [ppm) & [ppm) & [ppm} & [ppml]
G-B-y (Re-DHF) | DCA-Med1 DCA (DCA-DHF}
{uceryliert)
Dimethylsulfoxid (Lbsungsmittel) 95 395 3935 395 39.5
C-B in B-5-Struktureinheiten - 53.0 - - 53.0
C-f in B-B-Strukmreinheiten - 536 - - 53.86
Aromatische OCHy-Gruppen 55.5; 55.6 55.7 55.5,55.7 - 55.5;55.6
C-y in B-O-4-Strukinreinheiten 60.2 61.6 63.2 - 59.8
C-yin B-5-, B-O-4 (mit o-C=0}- - 62.9 - - 61.6; 62.9
Struktereinheiten, C-y in
Coniferylalkohol-Seitenketten
C-yin B-8- und Dibenzyltetra- . 70.93 - “ 70.9;71.0
hydrofuran-Struktureinheiten
C-@ in B-0-4-Struktureinheiten 1.7 712 513 - 71.3;56.7
C-B in B-0-4-, C-t in B-B- 83.8 B4.9 80.6 - 84.1; 84.9
Struktureinheiten
C-a in B-5-Strukwreinheiten - 869 - - 86.8
C-2 in Guajecyleinheiten 1113 1104 1121 - 109.9; 1104
C-6 in DCA - - 113.2 1139 1133
C-2inDCA - - 113.9 114.5 113.8
C4inDCA - - 117.0 116.0 i16.5
C-5 in Guajacyleinheiten 114.6 114.9;115.1 122.4 - 5.1
C-6 in Guajacyleinheiten 119.6 118.1-119.0 119.5 - 118,1-1189
C-¢ und C-8 in Coniferylalkohol- = 128.0-129.3 S S 128.0-129.7
Seiwenketten
C-5in DCA - - 130.3 1304 1309
C-1 in B-5-Strukureinheiten, C-1 in - 129.5-120.5 - N f
Camiferylalkchol-Seitenketten
C-3inDCA - - 1310 1309 131.0
C-1 in Guajacylemheiten 133.3 133.6-1353 138.5 - 130.2
C-4 in 5-5- und Guajacyl 145.5 143.4-145.3 138.2 - 143.6
(phenolisch)- Struktureinheiten
C-1in DCA - - 147.9 149.0 148.2
C-3 {phenolisch) und C4 in Guajacyl- | 145.5;147.0 | 146.9-148.1 150.6 - 147.0-147 5
Suukiureinheiten
C-3 in Guajacyl-Strukuureinheiten 149.8 149.1-150.7 150.3 - 150.0
(C-4 verethen))
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Fortserzung Tab, 41, Zuordnung 13C-NMR-Signale von Ani-DHP

B

Zuordnung S[ppm] | B[ppm] | S(ppm] | Sippm] | S{ppm)
G-B-y | (ReEDHP) | AniMod1 N)- (AE-DEP)

Dimethylsutfoxid (Ldsungsmittel) 39.5 95 39.5 395 395

C-B in B-5-Strukiureinheilen - 53.0 - - 53.1

C-B in 8-B-Struktureinheiten - 536 - - 535

Aromatische OCHq-Grappen 55.5; 55.6 55.7 55.5;55.6 - 55.5; 557

C-vin B-0-4-Strukturzinheilen 60.2 61.6 50.9 - 599

C-yin B-5-, B-0-4 (mit -C=0} “ 62.9 - - 61.6

Struktureinheiten, C-vin

Coniferylalkohol-Seitenketten

C-yin B-8- und - 7093 - - -

Dibenzyltetrahydrofuran-

Struktureinheilen

C-a in B-0-4-Struktureinheilen 1.7 71.20 56.7 (d) - 71.0; 56.7

C-Bin B-04-, C-aiin B-8- 838 849 84.3 - B4.9; 84.3

Struktureinheiten

C-a in B-5-Struktureinheilen - 86.9 - - B6.9

C-2 in Guajacyleinheiten 1113 1104 1115 - 111.6

€2, C-6in [13N] Anitin o . 113.1 114.6 113.1

C—4in [13N] Anilin - - 1149 117.0 115.0

C-5 in Guajacyleinheiten 114.6 1149; 115.0 - 1152

115.1

C-6 in Guajacyleinheiten 119.6 118.1-119.0 1172 - 118.1-115.0

C-a und C-B in Coniferylalkohol- - 126.0-129.3 - - 128.0-129.3

Seitenketten

C-3, C-5 in [’N] Anilin - - 128.6 1292 128.7

C+1 in B-5-Struktureinheiten, C-1 in - 129.5-130.5 - - 1305-131.2

Coniferylatkohol-Seitenketten

C-1 in Guajacyleinheiten 133.3 133.6-135.3 132.0 - 132.2

C-4 in 5-5- und Guajueyl (phenolisch)- 145.5 143.4-145.3 1453 - 143.3

Suukuareinheiten

C-3 (phenolisch) und C-4 in Guajecyl- | 145.5;147.0 | 146.9-148.1 1473 - 146.9-147.5

Strukturemnheiten

C-1 in [13N] Anilin - - 148.0 (d) 1483 148.0

C-3 in Guajacy!- Struktureinheiten (C-4 149.8 145.1-150.7 150.1 - 150.1

verethert))

Die zwei im 1SN-NMR-Spektrum von Ani-DHP auftretenden Signalgruppen hatten die
exakt gleiche chemische Verschiebung wie die 15N-Signale der Modellsubstanzen Ani-Meod 1
und Ani-Mod 2 (Abb. 85). Somit konnte das Verhiltnis der vorkommenden stereochemischen
Konforma-tionen an den mit [15N] Anilin substituierten aliphatischen Seitenketten der B-O-4-
Bindungen im Polymer quantitativ bestimmt werden. In Ani-DHP lag der Anteil des threo-
Isomers bei 85-90%, wihrend das erythro-lsomer zu 10-15% vorkam. Weitere
Bindungstypen von Anilin waren in Ani-DHP nicht nachzuweisen.
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Relative Signalintensitit
A

Abb. 85. Vergleich der _“"""’*'k’“"‘_""__) L"’""“‘—“’

I5N-NMR-Spektren von T . T prrreeree] . : - " .
{A) Ani-DHP und -345.0 -320.0
(B) Ani-Mod 1/2. Chemische Verschiebung [ppm]

4. Untersuchungen zur chemischen Stabilitit der Bindung von Anilinen
in DHPs und Modellsubstanzen

Zur Uberpriifung der Bioverfiigbarkeit nnicht-extrahierbarer Rilckstiinde” von Xenobiotika
in Mahrungspflanzen werden im‘a.l]gcmcincn Tierversuche mit Nagem durchgefihrt (Esser
1986; Khan et al. 1987). Sandermann <t al. {1992) konnten zeigen, daB die Bioverfiigbarkeit
solcher Riickstiinde von 3,4-Dichloranilin in Weizenpflanzen 10-20 % betrug, wenn diese an
Schafe oder Ratten verfilttert wurden, Die Freisetzung der inkorporierten Radioaktivitdt von
DCA emeichte unter hydrolytischen Bedingungen {0.1 M HCI, 37°C), die das Milieu im
Sugermagen simulieren sollten, einen dhnlichen Wert (ca. 10 % in zwei Stunden). Dieses
experimentelle Modell (.simuiierter Magen") fand auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit
bei der Charakterisierung der chemischen Stabilitit der Bindung von Anilinen in DHPs
Verwendung.

Die Hydrolyse des [4C] 3 4-Dichloranilin-Coniferylalkohol-Copolymers ([1C] DCA-
DHP) in 0.1 M HCI bei 37°C fihrte zu einer raschen Freisetzung der Radioaktivitit in die
saure wiiBrige Phase (Abb. 86). Eiwa 5 min nach Hydrolysebeginn befanden sich ca, 25 % der
Radioaktivitit im Uberstand nach Zentrifugation. In den nachfolgenden zwei Stunden gingen
weitere 2-3 % der Radioaktivitit in die wibrige Phase iiber. Die Hydrolysekinetik einer
Modellsubstanz filr den Bindungstyp von DCA in DHPs (Stereoisomerengemisch DCA-
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Modellsubstanz fir den Bindungstyp von DCA in DHPs (Siereoisomerengemisch DCA-
Mod 1/2) wurde unter den oben beschriebenen Bedingungen iber die Quantifizierung der ge-
bildeten Hydrolyseprodukte ermittelt (Abb. 86). Die Menge an Modellsubstanz wurde
wihrend der ersten § min der Hydrolyse um ca. 3 % reduziert, wihrend die Menge der ent-
sprechenden Hydrolyseprodukie (Guajacylglycerol-B-guajacylether und DCA; s. IL 16} im
gleichen MaBle zunahm. Nach 24-stilndiger Inkubation wurde eine Hydrolyserate von 9 %

ermitteit.
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tels HPLC).

Die wihrend der Hydrolyse von [14C) DCA-DHP in der sauren whfirigen Phase auf-
retends Radjoaktivitit war nach MaBgabe der HPLC mit Dioden-Array- und Radioaktivitits-
Detektion auf die Freisetzung von DCA zurlckzufihren (Abb. 87). Das UV-Spektrum der
cinzigen detektierten niedermolekularen Substanz entsprach exakt jenem von DCA.

Zusitzlich zur Hydrolysekinetik wurde die pH-Stabilitit von [4C] DCA-DHP und der
Modellsubstanz bei Raumtemperatur ermittelt. Dabei wurde jeweils 10 min bzw. 24 h in
einem Puffer des entsprechenden pH-Wertes inkubiert. Fiir [14C] DCA-DHP wurde wiederum
die freigesetzte Radioaktivitit im Uberstand nach Zentrifugation gemessen, wihrend filr die
Modellsubstanz die Abnshme der Konzentration mittels HPLC quantifiziert wurde (Abb. 88).
[14C] DCA-DHP war zwischen pH 5 und pH 9 recht hydrolysebestindig und die Hydrolyse-
kurven fir 10 min bzw. 24 h Inkubation unterschieden sich nur unwesentlich. Fiir pH 11 und
pH 12 wurde eine rasche Freisetzung der Radioaktivitit ermittelt (nach 10 min 35 % bei
pH 11, 63 % bei pH 12). Dieser Wert linderte sich durch eine weitere Inkubation von 24 b nur
noch geringfligig. Bei pH-Werten < 2 wurden in 10 min ca. 25 %, in 24h ca 40 % der
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Radioaktivitit freigesetzt. Die Modellsubstanz zeigte sich deutlich weniger Hydrolyse-
empfindlich. Nur bei stirker saurem pH (pH < 2) wurde innerhalb der ersten 10 min der
Inkubation eine Abspaliung von DCA beobachtet. Nach 24 h waren 13 % des DCAs bei pH 1,
6 % bei pH 2 und 2 % bei pH 12 hydrolysiert,
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Wegen der groBen Diskrepanz der mit [1YC] DCA-DHP und der Modellsubstanz
erhaltenen Resultate wurde tiberpriift, ob die Freisetzung der Radjoaktivitdt aus dem Polymer
mbglicherweise auf dessen verbesserte Lislichkeit bei extremen pH-Werten zuriickzufiihren
ist. Dazu wurde die saure wiiirige Phase nach 5 min Hydrolyse in 0.1 M HCI bei 37°C vom
ungeldsten Polymer durch Zentrifugation abgetrennt (5 min Tischzentrifuge; Hettich,
Tuttlingen), mit 0.1 M NaOH neutralisiert und das Losungsmittel am Rotalionsverdampfer
{(Rotavapor, Bitchi, Flawil, Schweiz) entfernt. Der Rilckstand wurde in 100 pl Dimethyl-
formamid aufgenommen und mittels HPSEC die Molekulargewichtsverteilung bestimmt
(Abb. 89). Die wiiBrige Phase enthicll, neben DCA, cinen wesentlichen Anteil einer poly-
meren Komponente. Die Radioaktivilit war ilber den gesamten im UV-Kanal detektierten
Molekulargewichtsbereich verteilt, Im Radioaktivitdtskanal betrug das Verhlilinis Polymer zu
DCA ca. 1:1. Die wiBrige Phase einer bei pH 12 fir 10 min inkubierten Probe von
[14C] DCA-DHP enthielt ausschlieBlich polymere Bestandteile. Die Kinetik der Hydrolyse
von [14C] DCA-DHP wie sic in Abb. 86 gezeigl ist, beruhte also auf einer [berlagerung
zweier Effekte, niimlich der Freisetzung von [4C] DCA und der Lislichkeit des Polymers in
0.1 M HCL

Die Hydrolye eines Coniferylalkohol/['5N] Anilin-Copolymers in D;0/dg-DMSO 2:1
(v/v) bei pH 1.0 (pH-Einstellung mit DCI) und 37°C wurde im NMR-Spektrometer mitiels
IH-NMR-Spektroskopie verfolgt (Abb. 90). Dabei wurde die Bildung von protoniertem ['3N]
Anilin quantifiziert. Die dafilr nétige Integration wurde dadurch vereinfacht, dafi dic Signale
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von protoniertem Anilin bei tieferem Feld erschicnen, als samtliche H-Atome des Polymers.
Die Zuordnung dieser Signale gelang durch Vergleich der NMR-Spektren mit jenen des
protonierien [15N] Anilin-Siandards (gleiche Bedingungen wie oben) und durch Analyse der
Kreuzsignale im JH,IH-COSY-NMR-Spektrum (H-2, H-6: 7.34 ppm; H-4: 7.40 ppm; H-3. H-
5: 7.45 ppm). Unter Beriicksichligung einer Einbaurate von 40-50 Mol % [!5N] Anilin im
Polymer bei Synthese-bedingungen mit iquimolaren Substrat-Konzentrationen (Coniferyl-
alkohol und [15N] Anilin) wurde eine Freisetzung von 14-18 % des [15N] Anilins nach
10 min, von 20 % nach 3 h und von 44 % nach 3 d bestimmt. Demnach erfolgte zunichst eine
recht rasche Hydrolyse in den ersten 10 min, deren Geschwindigkeit sich mit zunehmender
Hydrolyse-Dauer deutlich verlangsamte.

Demnach war die Kinetik der Radioaktivitits-Freisetzung aus [14C) DCA-DHP in 0.1 M
HCl bei 37°C das Produkt zweier sich iiberlagemnder Phiinomene. Zum einen akkumulierte
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Abb. 90. |H-NMR-Spektrwm von Ani-DHP wihrend einer Hydrolyse in D,O/DMSO 2:1 (vh)
bei pH 1.0 (pH-Einstelhing mit DCl) und 37°C. {A) Ani-DHP vor der Hydrolyse, (B)
Reaktionsmischung nach 10 min Hydrolyse, (C) nach 3 h Hydrolyse, (D) nach 2 d Hydrolyse.
Die Signale des freigesetzten protonierten [ 15N ] Anilins erscheinen zwischen 7.30 und
7.48 ppm.
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hydrolysiertes DCA in der wiiBrigen Hydrolyseldsung und zum anderen zeigte das Polymer
einc gewisse Lislichkeit unter obigen Bedingungen. Laut Radio-HPLC war 5 min nach
Hydrolysebeginn ca. 50-60 % der Radioaktivitdt in der Hydrolyselésung auf die Loslichkeit
des Polymers zuriickzufilhren. Die Quantifizierung der [13N] Anilin-Freisetzung aus Ani-
DHP mittels !H-NMR-Spektroskopie ergab unter identischen Bedingungen nach 10 min eine
Hydrolysesate von 14-18 %. Unter Beriicksichtigung des in den ersten 10 min der Hydrolyse
freigeselzten Radioaktivititsanteils von ca. 25 % (Quantifizierung im Szintillationsziihler) aus
[11C] DCA-DHP 1Bt sich abschiitzen, daB 50-60 % davon auf einer [14C] DCA-Freisetzung
und 40-50 % anf der Laslichkeit des Polymers in der Hydrolyselosung basieren. Die Kinetik
der Hydrolyse von [14C] DCA-DHP wies zwei Phasen auf, nimlich eine rasch erfolgende
Akkumulation von Radioaktivitit in der wiBrigen Hydrolyseldsung in den ersten 10 min der
Hydrolyse, gefolgt von einer langsameren Radioakiivitits-Freisetzung. Diese Beobachiung ist
auf den ersten Blick nicht konform mit der Homogenitét der Bindung von DCA in DCA-DHP
und [!5N] Anilin in Ani-DHP (s. I 3.2.3). Wie durch Hydrolyse der Modellverbindung filr
die in den DHPs vorliegende Benzylamin-Bindung der Aniline gezeigt wurde, ist eine schr
langsame hydrolylische Spaltung dieser Bindung zu erwarten. Diese Diskrepanz in der
Labilitit der Bindung von Anilinen in DHPs und in den entsprechenden Modellsubstanzen
kann méglicherweise mit dem Vorliegen eines Nachbargruppen-Effektes erklirt werden.
Dieser Interpretationsansatz wird unter IV 3. ausfihrlich diskutiert.
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IV. DISKUSSION

Bei der Erforschung der Wirkung von Umweltschadstoffen auf Pflanzen sind mecha-
nistische Untersuchungen pflanzlicher StreBreaklionen und Abwehrmechanismen von
besonderem Interesse. Als eine solche Abwehrmeaktion ist die Lignifizierung von Gewebe,
¢in wesentlicher Bestandteil der sogenannten hypersensitiven Reektion von Pflanzen bei
Pathogenbefall, anzusehen. Die Inkrustierung von Ligninen in die pflanzliche Zellwand stellt
gegeniiber Schadorganismen eine chemische und mechanische Barriere dar. Des weiteren ist
die Einlagerung von Fremd- und Natursloffen in ligninertige Polymere eine wichtige
pflanzliche Detoxifizierungsstrategie. Auf diese Weise wirtken dic Lignine als Senke fir
Xenobiotika. In der vorliegenden Arbeit wurden die Ligninbildung und die Inkorporation
xenobiolischer Chemikalien in Lignine als biochemische Reaktionen von Pflanzen auf
biotische und xenobiotische UmwelteinfTilsse anhand zweier Modellsysteme untersucht:

- Elicitorinduzierte Ligninbildung in Fichten-Suspensionskulturen und Effekt von Ozon
auf die Akkumulation phenolischer Polymere in Fichien-Keimlingen

- PBindungstyp von 34-Dichloranilin in Dehydrierungspolymerisaten {(DHPs) und
Hydrolyseempfindlichkeit dieser Bindung

1.  Elicitor-induzierte Lignifizierung in Fichten-Suspensionskulturen

In Versuchen mit mixotrophen Suspensionskulturen der Fichte (Picea abies (L.) Karst)
wurde von MeBner und Boll (1993) eine erhdhte Aktivitdt verschiedener Enzyme der Lignin-
Biosynthese nach Behandlung mit einer Elicitorpriparation des Nadelpathogens Rhizosphaera
katkhoffii und die nachfolgende Akkumulation eines ligninartigen Materials im Kultormedium
beschrieben. Diese Studien zur Induktion der Lignin-Biosynthese wurden durch dic aus-
filhrlichen Arbeiten zur Induktion der Enzym-Aktivitit (Galliano et al. 1993 a) und der
mRNA-Transkript-Menge (Galliano et al. 1993 b) von Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD)
ergiinzt. Da eine detaillierte Beschreibung der Struktur von Ligninen, die nach Verwundung
oder Pathogenbefall von Pflanzen gebildet werden, bisher nicht publiziert ist, sollte in dieser
Arbeit cine Strukturaufklirung des Lignins aus Fichten-Suspensionskulturen dazu dienen,
diese wichlige Wissenslilcke zu schlieBen. Begleitend sollten Untersuchungen zur Biosyn-
these dicses ligninartigen Materials untemommen werden, wobei vor allem synthetische
Bedingungen filr die Bildung solcher .StreB-Lignine” beschricben werden sollten.
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Zundichst worden verschiedene photometrische und spekiroskopische Methoden fiir die
Klassifizierung des extrazeliuliren Polymers aus Fichten-Suspensionskulturen als ligninartig
eingesetzt. Durch Anfirbung ligninspezifischer Bestandicile des Polymers mit dem Phloro-
glucinol/HCl-Reagens und durch Reaktion mit Thioglycelséiure mit anschlicBendem
Nachweis der gebildeten Lignin-Thioglycolat-Derivate wurden erste Hinweise auf die
ligninartige Natur des Polymers erhalien. Bei der !H-Kernresonanz (NMR)-Spektroskopie
wurden die fiir Lignine lypischen Signale erhalten. Fiir die eindeutige Zuordnung der
anfiretenden Steukwurbausteine im Polymer wiire die Agquirierung eines 13C-NMR-Spektrums
unbedingt erforderlich gewesen. Diese Technik verlangl eine gegenilber der TH-NMR-
Spektroskopie deutlich grifere Probenmenge. Wegen der geringen Laslichkeit des Polymers
in sémtlichen gingigen NMR-Losungsmitteln konnten allerdings keine hochaufgeldsten 13¢.
NMR-Spekiren erhalien werden. Als eine Technik filr die Strukwuraufklérung an Festkérpern
worde die Fourier-Transformations-Infrarot (FT-IR)-Spektroskopie verwendet. Diese
Methode 148t Aussagen iiber die Zusammensetzung eines Polymers und das Vorkommen
bestimmter funktioneller Gruppen zu, eignet sich jedoch nicht filr die Aufklirung von
Bindungstypen im Polymer. Der Vergleich des FT-IR-Spektrums von ligninartigem Material
aus den Suspensionskulturen mit Milled-Wood-Lignin, welches durch Extraktion und Mahlen
von Hoelz Uber einen lingeren Zeiwrawm in ciner Kugclmihle gewonnen wurde, ergab
weitgehende Ubereinstimmung im Vorkommen charakieristischer Gruppenfrequenzen. Diese
traten jedoch mit einer deutlich verschiedenen Intensititsverteilung auf.

11  Ligninstruktur

Als Melhode der Wahl filr die detajllierie Beschreibung der im Polymer auftretenden
Monolignole, deren Bindungstypen und die intermolekularen Verknilpfungen der Einzel-
bausteine erwies sich die Thicacidolyse. Diese Lignin-Abbaumethede ist eine Solvolyse in
Ethenthiol und Bortrifluorid, bei der selektiv die 8-O-4-Bindung, der hiufigste in Ligninen
vorkommende Bindungstyp, gespalten wird. Die Reaktionsmischung nach Thicacidolyse des
extrazelluliiren Polymers aus Fichten-Suspensionskulturen enthielt einen erheblichen Anteil
monomerer und dimerer Abbanprodukte, welche nach Derivatisierung mittels einer Kopplung
von Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert wurden.

Monolignol-Zusammensetzung

Die mittels Thioacidolyse erhaltenen strukturellen Daten zeigen deutliche Unterschiede
zwischen dem extrazelluliren Polymer aus den Fichten-Suspensicnskulturen (ECL) und Holz-
lignin von Fichte (SWL) auf. Der recht hohe Anteil an p-Hydroxyphenyl (H)-Einheiten, der
aus der Verwendung von p-Cumarylalkohol als Monolignol stammi, gibt zu der Vermutung
AnlaB, dad die Biosynthese des Zellkultur-Polymers Parallelen zar Bildung von sogenannten
de novo-Ligninen aufweist. Nach Mafigabe mikroanalytischer und autoradiographischer
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Methoden ist der Einbau von H-Einheiten typisch fiir die frihen Stadien der Lignin-
Biosynthese. Dieses Phinomen wurde zum Beispiel filr den Aufbau der Zellwand-
Mittellamelle beschrieben (Whiting und Goring 1982; Sorveri ¢t al. 1986; Terashima und
Fukushima 1988, 1990; Abb. 81).

Abb. 91. Schematische Darsiel-
lung der morphologischen Ver-
terlung verschiedener Struktur-

p-Hydroxyphenyl-
m Lignin

Einheiten in vollsiéndig differen- o % . o
zierten Zelbwiinden von Kiefer- ] Gusjacyl-Lignin
Tracheiden (verindert nach kondensierte
Terashima und Fukushima 1988). Strukturen

Abkiirzungen: ZML, Zellwand-
Mittellamelle; SW, Sekundérwand,
CP, Cytoplasma.

Auch im Kompressionsholz, welches bei Nadelbdumen auf der Unterseite horizontal
wachsender Aste gebildet wird, wurde cin hoher Anteil von H-Einheiten nachgewiesen
(Westermark 1985; Fukushima und Terashima 1991 a, b; Lapierre 1993). Ein vermehrter
Einbau von H-Einheiten wurde auch in simtlichen bisher beschriebenen de novo syntheti-
sierten ligninartigen Polymeren von Zellkultur-Systemen beschrieben (Glycine max: Nimz et
al. 1975; Rosa glauca: Mollard und Robert 1984; Pinus taeda: Fukuda et al. 1988; Pinus
banksiana: Campbell und Ellis 1992; Pinus taeda: Eberhardt et al. 1993; Picea abies: Brunow
et al. 1993; Camelliz sinensis: Zaprometov et al. 1993). Das vermehrte Vorkommen dieses
Strukturmerkmals wurde auch in pathogeninfizierten intakten Pflanzen nachgewiesen
(Raphanus sativus: Asada und Matsumoto 1972; Triticum aestivum: Ride 1975; verschiedene
Cucurbitaceen: Hammerschmidt et al. 1985; Prunus dulcis: Doster und Bostock 1988;
Cucwmis sativus: Robertsen und Svalheim 1990). Bei einigen dieser Studien wurden Lignin-
Abbaumethoden wie die Nitrobenzol- oder Kupferoxid-Oxidation verwendet. Diese
Methoden kinnen zur falschen Interpretation beim Auftreten von H-Einheiten filhren, wenn
Tyrosin-, Tyramin- oder p-Cumaroyl-Substituenten vorliegen. Diese phenolischen Substanzen
ergeben die pleichen Oxidationsprodukte wie p-Hydroxyphenyl-Einheiten der Lignine
(Lapierre 1993). Bei anderen Untersuchungen wurde zum Nachweis der H-Einheiten die
Thioacidolyse als spezifischere Methode eingeselzt. Die Literaturzitate beziiglich des Gehalts
an H-FEinheiten in Koniferen-Ligninen sind in Tab. 42 zusammengefaBt.
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Tab. 42. Zusammenstellung von Literaturzitaten zum Gehalt von p-Hydroxyphenyl (H)-
Einheiten in Koniferen-Ligninen (in % der Guajacyl (G)-Einheiten).

Spezies Aushente H- | Methode der Quantifizierung | Literatur
| Einheiten [% G]
Lignine der Mittellamelle
Picea mariana 40 % weniger Infrarot-Spektroskopie [1]
OMe-Gruppen | Pyrolyse
Picea abies 6% Nitrobenzal-Oxidation [2]
Pinus thumbergii n.g. Mikroautoradiographie [3]
| Lignine der Nadeln und Hypokotyle von Keimlingen
Picea abies (Nadeln) 6% KMnO,-NaJ0,-Oxidation 4]
Pinus sylvesiris (Nadeln) 7% KMnQ,4-Nal0,4-Oxidation [4]
Picea abies (Nadeln) 9% Thioacidolyse {51
Picea abies (Hypokotyle) 9% Thioacidolyse [5]
Holzlignine
Picea abies (Holz) -2 % Nitrobenzol-Oxidation [61
Picea abies (Holz) 1-2 % Thicacidolyse 71
Pinus sylvestris (Holz) 1-2 % Nitrobenzol-Oxidation [6]
Pinis pinaster (Holz) 2% Thicatidolyse [73
Picea abies (Kompressionsholz} 15% Nitrobenzol-Oxidation [8)
Pinus thumbergii B% Nitrobenzene oxidation 91
(Kompressionsholz)
Pinus pinaster (Kompressionshelz) 21% Thivacidolyse [7]
Ginkgo biloba (Kompressionsholz) 9% Nitrobenzol-Oxidation [10]
Zellkultur-Lignine
Pinus taeda 19% Nitrobenzol-Oxidation [11}
Pinus banksiana (Elicitor-Zngabe} 6% Nitrobenzol-Oxidation [12]
Pinus taeda 17% Thioacidolyse [13]
Picea abies 10% Thioacidolyse [14]
Picea abies (Elicitor-Zugabe) 19 % Thipacidolyse (5]

Verwendete Abkilrzungen: n.q.. nichl quantifiziert,
Literntur: (1], Whiling und Gering (1982); [2], Sorvari et al. (1986); [3], Terashima und Fukushima
(1988); [4], Miksche und Yasuda {1977); [5], vorliegende Dokrorarbeit; [6], Sarkanen und Hergert
(1971); [7), Lapierre (1993); [8], Westermark (1985); [9], Fukushima und Terashima (1991 a); [10],
Fukushima und Terashima {1991 b); [11], Fukuda el ai. (1988); [12], Campbell und Ellis (1992; [13],
Eberhardt et al, (1993); [14], Brunow et al. (1993).

Die hier vorgestellien Resultate betreffend eines elicitorinduzierten ligninartigen Polymers
unterstreichen die Ahnlichkeit zu den Ligninen der frithen Entwicklungsstufen in Koniferen
(Tab. 42). Zu dieser Gruppe gehdren simtliche Zellkultur-Lignine, wobei es unerheblich ist,
ob diese als Reaktion der Zellen auf cine besondere Zusammensetzung des Kulturmediums
oder auf eine Elicitor-Zngabe gebildet werden. Diese Einschitzung wird durch das folgende
Experiment gestilizt: Filr eine Fichten-Suspensionskultur wurde kiirzlich gezeigt, daB, wenn
die Zellen unter spezicllen Bedingungen kultiviert wurden, ¢in ligninartiges Polymer in das
Kulturmedium sekretiert wurde (Simola et al. 1992), welches einen hohen Gehalt an
H-Einheiten aufwies (Brunow et al. 1993). Die filr diese Kulur beschriebenen Wachstums-
faktoren fiihrten auch in der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellkuitur zur
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Ligninbildung, auch wenn kein Elicitor zugegeben wurde (Glatze] 1995). Des weiteren waren
Elicitor-Priparationen von Mykorrhiza-Pilzen und sogar Bicker-Hefe ebenso aktiv in der
Lignin-Induktion wie der routinem4Big verwendete Elicilor aus dem Nadelpathogen
Rhizosphaera kalkhaffii (Glatzel et al. 1993; G. Bahnweg, perstnliche Mitleilung). Ein hoher
Gehalt an H-Einheiten (ca. 8-9 %) wurde im Rahmen der hier prisentierten Arbeit auch filr
Nadeln und Hypokotyle junger Fichten-Keimlinge (Alter 6-9 Wochen) ermiltelt. Ein Zhnlicher
Werl (6-7%) wurde auch von Miksche und Yasuda (1977} in den Nadeln von
Koniferenkeimlingen durch eine oxidative Abbaumethode ermittelt.

Dic regulatorischen Prozesse, die zum bevorzugten Einbau von p-Cumarylalkohol in
de novo gebildete Lignine fithrt, sind bis dato unbekannt. Generell st zu vermuten, daB ¢ine
starke Induktion der Lignin-Biosynthese zu einem kompletten Verbrauch des zelluléren Pools
an Coniferylalkohol und dessen Vorliufern (z.B. Feruloyl-CoA) filhrt. Da einige der
wesentlichen Enzyme der Monolignol-Synthese, nimlich Cinnamoyl-CoA-Ligase (Lilderitz et
al. 1982), Cinnamoyl-CoA-Redukiase (Lideritz und Grisebach 1981) und CAD (Lilderitz und
Grisebach 1981; Galliano et al. 1993 a) auch die p-Cumaroylderivate umsetzen, wird im Falle
eines kompletten Verbrauchs der Feruloylderivate wahrscheinlich dieser Pool filr die Lignin-
Synthese verwendet. Diese Hypothese ist konsistent mit dem hiufigen Auftreten von H-
Einheiten in simtlichen bisher uniersuchten Gymnospermen- und Amgiospermen-de rove-
Ligninen, deren Synthese entweder dorch Differenzierungs- oder StreB-Signale angeregt sein
kann. Zusitzlich mag auch ein spezifischerer regulatorischer Effekt auf der Ebene von
Enzymaktivititen existieren. Die von Kneusel et al. (1989) beschriebene Stimulation der
p-Cumaroyl-CoA-3-Hydroxylase-Aktivittit durch eine Elicitor-vermittelte Acidifizierung des
Cytosols wiirde jedoch nach den dort beschricbenen Daten zu einer vermehrten Synthese von
Feruloyl-Derivaten fishren und vermag damit nicht zur Erklirung der hier vorgestellten
Ergebnisse dienen.

Quervernelzung der Ligninbausteine

Die Zusammensetzung der dimeren Produkte nach Thioacidolyse zeigte weitere
Unterschiede zwischen ECL und SWL suf. ECL enthielt, im Vergleich mit SWL, einen
htheren Anteil an Dimeren, die aus Pinoresinol (B-8)-Einheiten stammten und einen deutlich
geringeren (ca. 30 %) Anteil von Diarylpropan (8-1)-Struktureinheiten. Ahnliche Resultate
wurden bei der Thioacidolyse von Dehydrierungspolymerisaten (DHPs), die durch oxidative
Polymerisation von Monolignolen in vitro gewonnen werden, erhalten (Tollier et al. 1991).
Allerdings wurden auch klare strukturelle Unterschiede zwischen ECL und DHP festgestelll,
so z.B. ein htherer Anteil von Biphenyl (5-5)-Strukturen und ein geringerer Anteil von B-5-
Dimeren in ECL. Darans kann geschlossen werden, daB ECL in Hinsicht anf quervemetzende
Strukturbansteine eine Mittelposition zwischen den Holzligninen von Gymnospermen und
synthetischen DHPs einnimmt. Die recht niedrige Ausbeute monomerer Thicacidolyse-
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Produkte und der relativ hohere Anteil von Thioacidolyse-Dimeren lassen annehmen, daB
ECL ein stark verzweigtes Polymer mit einem hohen Prozentsatz von C-C-verkniipften
Einzelbausteinen ist. Diese Eigenschaft wurde ebenfalls fur die Lignine der Mittellamelle in
den frihen Stadien der Zellwand-Differenzierung beschrieben (Fukushima und Terashima
1990; Eom et al. 1987). In Analogie zu der von Higuchi (1985) fur Kompressionsholz
gewihlten Beschreibung kénnte ECL in ciner Art ,Zulaufverfahren” (rasche Zugabe der
Substrate bei der Synthese von DHPs; Freudenberg 1968) mit hohen lokalen Monolignol-
Konzentrationen entstehen. Die Ausschleusung der Substrate aus den Zellen erfolgt dabei
mbglicherweise iiber Vesikel (Brunow et al. 1993; Sandermann 1994). Der relative Gehalt der
verschiedenen Bindungstypen in Ligninen von Fichien-Keimlingen, die ebenfalls in der vor-
liegenden Arbeit untersucht wurden, unterschied sich von jenem in Fichtenholz durch ein ver-
mehrtes Yorkommen von B-5- und einen geringeren Anteil von 5-5-Siruktureinheiten. Dieser
Befund stiitzt die Hypothese, daB Lignine in differenzierenden Geweben strukturelle
Unterschiede zum ausdifferenzierten Holz aufweisen. Die deutlichen Unterschiede bezilglich
der quervemeizenden Strukturen in ECL und Keimlingen gegenilber SWIL. spiegeln
moglicherweise die spezifischen physiko-chemischen Faktoren wieder, die den Polymeri-
sationsprozeB regulieren. Dabei spielen so unterschiedliche Variablen wie pH-Wert, Wasser-
Gehalt des Gewebes, Matrix-Effekie, lokale Konzentration der Monolignole oder Katalyse
durch spezifische Peroxidasen, Phenoloxidasen und Laccasen eine Rolle.

1.2  Der Lignin/Extensin-Komplex

Der Protein-Gehalt von ECL betrug nach Mafgabe ciner Rechnung aus dem mittels
Elementaranalyse ermittelten Stickstoffgehaltes ca. 32 %. Eine Analyse der Aminoséure-
znsammensetzung crgab, daB das Polymer hohe Anteile an Prolin {(ca. 12 %) und
Hydroxyprolin {ca. 30 %) enthielt. Diese Strukturmerkmale deuten auf eine Ahnlichkeil des
Proteinanteils von ECL mit Extensinen (hydroxyprolinreiche Glycoproteine der pflanzlichen
Zellwand) hin. Extensine wurden als konstitutive strukturelle Bestandteile von Primérwinden
(Lamport 1960; Whitmore 1982) und Koniferenholz (Bao et al. 1992) beschrieben. Des
weiteren wurde gezeigt, daB Exiensine wihrend phytophathologischer Abwehereaktionen
(Showalter 1993) und nach Ozon-Behandlung (Schneiderbauer et al. 1990) induziert werden.
Es wird angenommen, daB Extensine wihrend der Wirt-Pathogen-Interakiion durch einen
Peroxidase/HaOs-vermittelten oxidativen Proze8 (Bradley el al. 1992) querverneizt und
insolubilisiert werden. Whitmore (1978) beobachtete die durch Peroxidase katalysierte
Bindung von Lignin-Vorstufen an Hydroxyprolin-reiche Proteine und vermulete daraus, da
Extensine im Holz an Lignin-artiges Material gebunden sind. Moore (1973) beschrieb einen
extrazelluliren Lignin/Extensin-Komplex, der in Soja-Suspensionskulturen in das Kultr-
medium sekretiert wurde. Der Nachweis eines Kohlenhydratanteils von ca. 14 % in ECL
(w/w) und die schlechte hydrolytische Zuginglichkeit der Polysaccharide weisen auf das
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Vorkommen der filr pflanzliche Sekundirwinde typischen Lignin-Kohlenhydrat-
Quervernetzungen hin (Tiyama et al. 1594). Mittels Polarisationsmikroskopie konnte gezeigt
werden, daB in ECL keine kristallinen Bereiche, die in Zellwénden meist auf Cellulose-
fibrllen zurickzufilhren sind, auftreten.

1.3 Lignin-Biosynthese

Die Lignin-Biosynthese in Fichten-Suspensionskulturen wurde im wesentlichen auf zwei
Ebenen untersucht: 1.) Die filr die Polymerisation der Monolignole benétigten Enzyme in der
Zellkultur sollten nachgewiesen und deren Lokalisation beschricben werde. Da das
ligninartige Polymer der Zellkulturen im Medium akkumuliert, wire eine intrazellubiire
Synthese von Lignin-Oligomeren und deren anschlicBende Sektretion in das Kulturmedium
oder eine Sekrstion der Monolignole in das Medium und die dorlige Polymer-Synthese
denkbar. 2.) Durch Variation der Bedingungen wihrend der Synthese von Dehydrierungs-
polymerisaten (DHPs) sollte ermessen werden, welche synthetischen Voraussetzungen
{Substratkonzentrationen, Enzymzusammensetzong, pH-Wert wi.) fir die Angleichung der
strukturellen Eigenschaften an jene von ECL nbtig sind.

Lokalisation der Enzyme fiir die Lignin-Polymerisation

Bisher sind die enzymatischen Reaktionen, die an den letzten Schritten der Lignifizierung
beteiligt sind, nicht pénzlich geklért. Die Bildung von Phenoxy-Radikalen, dic spontan poly-
merisieren, wurde eine lange Zeit vor allem einer Katalyse durch Peroxidasen zugeschrieben
(Harkin und Obst 1973), wihrend in den letzten Jahren zusdtzlich auch Phenoloxidasen
(o-Diphenol:05-Oxidoreduktasen; Savidge und Udagama-Randeniya 1992) und Laccasen
(p-Diphenol:0,-Oxidoreduktasen) wieder eine bedentendere Rolle bei der Ligninbildung
zugesprochen wird (Sterjiades er al. 1992; Bao et al. 1993; C'Malley <t al. 1993). Schon
Freudenberg (1968) betonte, daff Laccasen ebenso wic Peroxidasen gleichermaBen befihigt
sind, bei Zugabe der entsprechenden Substrate in vitro Polymere zu erzeugen. Wegen der
geringen Spezifitit einer gereinigten Laccase aus Platanen-Suspensionskulturen gegenilber
phenolischen Substraten mit mehr als zwei aromatischen Ringen wurde von Sterjiades et al.
(1993) vermutet, daB die Laccase ijhre Funktion in vive wihrend der frilhen Stadien der
Ligninsynthese hat. Die Flihigkeit dieser Laccase zur Oxidation von p-Cumarylalkohol als
zweitern Substrat filr den Aufbau ligninartiger Polymere war &uBerst gering. Eine Rolle von
Laccase bei der Synthese von ,StreB-Ligninen”, die einen htheren Antejl von p-Cumaryl-
Einheiten aufweisen, wurde deshalb von den Autoren als recht unwahrscheinlich bezeichnet.
In den elicitorinduzierten Fichten-Suspensionskulturen konnte weder zelluldr, noch zellwand-
gebunden oder extrazellulir Aktivititen von Phenoloxidase oder Laccase, auch bei
Verwendung verschiedener potenticller Substrale (Syringaldazin, Guajacol, p-Phenylen-
diamin, 2,7-Diaminofluoren, Pyrogallol, Coniferylalkohol), nachgewiesen werden. Nach
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Elicitor-Behandlung der Fichten-Suspensionskulturen wurde eine Induktion der Aktivitdt
zellulsrer und ionisch an die Zellwand gebundener Peroxidasen beobachtet, wihrend eine
rasche Aktivitits-EinbuBe der extrazelluliren Peroxidasen (PODs) zu verzeichnen war. Eine
Aktivitit kovalent-gebundener PODs konnte nicht nachgewiesen werden. Zur Auftrennung
der Peroxidase-Isoenzyme wurde die Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. Eine
detaillierte Beschreibung des Verhaltens einzelner POD-Isoenzyme gelang nach spezifischer
in situ-Anfirbung der Gelbanden mit Peroxidase-Aktivitit und Quantifizierung der
Farbintensitit diesar Banden im Densitometer. Es wurden in den Extrakten zellulirer, ionisch-
gebundener und extrazellulirer Enzyme vier anionische und zwei katonische POD-Isoenzyme
mit Isoelektrischen Punkien (pls) zwischen <3.5 und > 10 nachgewiesen. Die Elicitor-
Induktion zellulirer und Zellwand-gebundener PODs scheint demnach im wesentlichen auf
der Aktivititszunahme zweier Isoenzyme bei pl-Werten von 7.0 und > 10 zu benthen, da die
Aktivitit der Isoenzyme bei pls von 7.3 und 7.8 sich kaum von jemer der unbehandelten
Kontrolikulturen unterschied und nur eine geringe Akiivitit zellwandgebundener Kationischer
PODs nachgewiesen wurde. Polle et al. (1994) zeiglen, daB in Fichten wihrend einer
gesamten Vegetationsperiode stark alkalische apoplastiddre Peroxidasen (pl> 9) auftraten,
daf jedoch kurz nach dem Nevaustrieb und der damit beginnenden Lignifizierung zwei neue
Isoenzyme bei pl 7.1 und 8.1 aufiraten. Moglicherweise hendelt es sich bei dem
ligninspezifischen Isoenzym mit pI 7.1 um dasgleiche wic in den Fichten-Suspensionskulturen
{pI 7.0). Im Medium der Suspensionskultur traten drei der anionischen PODs (pI 7.0, 7.3, 7.5)
und zwei intensive Banden von kationischen PODs (pI < 3.5, 4.3) auf. Nach Elicitor-Zugabe
wurde eine Aktivititsabnahme simtlicher anionischer und katjonischer PODs beobachtet. Die
Aktivitit eines kationischen Isoenzyms (pl < 3.5) ging allerdings nur auf ca. 45 % des Wertes
in Kontrollkulturen zurilck. MeBner und Boll (1994) zeigten mit der hier beschriebenen
Zellkultur, daB der Aktivititsverlust extrazeiluldrer Peroxidasen auf die Akkumulation hoher
Konzentrationen von HyO; im Kulturmedium {.oxidative burst") zurilckzufiihren ist. Dabei
wurde gezeigt, daB die Aklivitits-Abnahme sich nicht auf Peroxidasen beschréanke, sondem
anch eine deutliche Abnahme der AKklivitil von weiteren extrazelluliren Enzymen wie
B-Glucosidase, Saurer Phosphatase, o-Amylase und Pektinase zu verzeichnen war. Dic
Aktivitit extrazellulirer PODs, wenn diese auf den Proteingehalt bezogen wird, war drei Tage
nach Elicitierung ca. 25 % hoher als die Summe der Aktivititen von zelluliren und jonisch-
gebundenen PODs. Gaspar el al. (1985) vermuteten, daf in Pflanzen eine zweistufige Antwort
auf exogene Stimuli auf der Ebene der Akuvitit spezifischer POD-Isocnzyme existiert,
Demnach wilrde eine Signaisubstanz im Rahmen der pflanzlichen StreBantwort zunichst eine
rasche Indukftion der Aktivitiit kationischer PODs bewirken, die anschlieBend gemeinsam mit
Ascorbat in den Interzellularraum sekretiert wilrden, um eine wichtige Rolle bei der
Detoxifizierung aktivierter Sauerstoffspezies zu iibemehmen. In einem zweiten Schritt wiirde
durch die Aktivierung anionischer PODs der Einbau ligninartiger Polymere in die Zellwinde
katalysiert. Tatséchlich traten extrazelluldr in den Fichten-Suspensionskultuen vor allem
kationische und intrazellulér anionische POD-Isoenzyme auf. Da in der Literatur duBerst
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widersprilchliche Aussagen ilber die Bedeutung der verschiedenen Isoenzyme zu finden sind,
sollten deren Eigenschaften (Substratspezifitit gegenilber Monolignolen, subzellulire
Lokalisation, Aminosiuresequenz, Korrelation von Enzymaklivitit und Genexpression mit
Lignifizierung) flr jedes experimentelle System erneut iiberprilft werden (Davin und Lewis
1992) und somit ist Vorsicht bei der Interpretation der im Verlauf dieser Arbeit erhaltenen
Daten geboten. Dies gilt vor allem, wenn die Ligninbildung von einem zweiten Effekt,
ndmlich der Inaktivierung extrazellulfrer Enzyme durch die Akkumulation reakiiver
Saverstoffspezies, liberlagert ist.

Da die Lokalisation der Lignin-Biosynthese in den verwendeten Fichten-Suspensions-
kulren dorch die Untersuchungen zur Induktion von Peroxidase-Isoenzymen noch nicht
belegt werden kennte, wurde ein Experimeni zur Hemmung von Enzymen, die fiir die
Polymerisalion der Monolignole zustindig sind, unternommen, Eine solche Hemmung wilrde
mbglicherweise zur Akkumulation von VorlEufersubstanzen der Lignin-Synthese fithren, da
die filr die Polymerisation benBtigten Enzyme ihre Akfivitit einbiiBten. Eine Hemmung von
Peroxidasen und Laccasen filhrie allerdings, obwohl die Akkumulation von Ligninen in den
Zellwinden und im Kulturmedium von Elicitor-behandelten Suspensionskulturen unter-
bunden wurde, weder zur Anreicherung von Monolignolen oder deren Glucosiden, noch zur
Bildung ven Dilignolen wie Lignanen. Dic Konzentrationen simtlicher mittels HPLC erfaBter
Substanzen sank in den Zallen, den Zellwinden und im Medium nach Elicitor- und Inhibitor-
Behandlung leicht ab. Ein Hinweis auf dic Lokalisation der filr die Produktion des
extrazelluliren ligninartigen Polymers notwendigen Enzyme konnte somit nicht erhalten
werden. Mbglicherweise halten die verwendeten Inhibitoren eine hemmdende Wirkung auf
frithe Enzyme der Monolignol-Biosynthese, soda8l die Phenylpropane nicht entstanden.

Synthetische Bedingungen fir die Monolignol-Polymerisation

Frendenberg und Mitarbeitern gelang die Synthese ligninartiger Polymere in vitro wenn
Coniferylalkohol entweder mit HyO2 und kduflicher Memetlich-Peroxidase oder mit O, und
ciner Laccase aus dem Pilz Polyporus versicolor inkubiert wurden (Freudenberg 1965). Die
dabei gebildeten Produkte, sogenannte Dehydrierungspolymerisate (DHPs), waren aus den
gleichen strukturellen Grundbausteinen und Bindungstypen wie die Holzlignine der Koniferen
aufgebaut. Eine genauere Analyse der einzelnen Bindungstypen im Polymer ergab allerdings,
dafl deutliche strukturelle Unterschiede zwischen DHPs und Holzligninen bestanden (Erdiman
1957). Der EinfluB der experimentellen Bedingungen, wie z.B. die Zutropfgeschwindigkeit
der Substrate zur Enzymlsung und damit die Iokale Konzentration dieser am Syntheseort, auf
die Struktur des Endproduktes wurde von Sarkanen und Ludwig (1971) ausfithrlich diskuliert.
Mit Hilfe der Thiocacidolyse charakterisierten Tollier et al. (1991) dic wihrend einer raschen
(Zulauf-Verfahren) und einer langsamen (Zutropf-Verfahren) Substrat-Zugabe gebildeten
Lignine. Die typischen Eigenschaften dieser in vitro-Polymere waren, im Vergleich zu
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Holzligninen, ein erhthter Gehalt an Coniferylalkohol-Endgruppen, 8-5- und B8-B-Strukiur-
einheiten und ein geringerer Prozentsaiz an 5-5- und B-1-Struktureinheiten. Des weiteren
wihlten die Autoren das enzymatische System Giucose/Glucose-Oxidase zur in situ-
Erzeugung von Hy0; in geringer aktueller Konzentration und emcichien damit eine gewisse
Angleichung der Struktureigenschafien des gebildeten DHPs zu den Holzligninen (Reduktion
des relativen Gehalts an A-8-, Erhhung des Gehalts an B-1-Struktureipheiten). Im Rahmen
der votliegenden Arbeit wurden die oben beschricbenen Ansétze zur Reduktion der aktuellen
Substratkonzentrationen weiterverfolgt. Als zweites enzymatisches System wurde Coniferin/
B-Glucosidase zur in situ-Erzeugung von Coniferylalkohol verwendet und auch mit der bei
Tollier et al. (1991) angegeben Methode zur HyOp-Erzeugung kombiniert. Generel] konnie
anf diese Weise der Anteil an 5-5- und 8-1-Struktureinheiten leicht echht und jener von B-8-
Einheiten leichl emiedrigt werden. Eine deutliche Annsherung an die Strukturmerkmale von
ECL oder Holzlignin (SWL) konnte allerdings, wie auch von Tollier et al. (1991), nicht
erreicht werden. Um den Bedingungen bei der Synthese der Holzlignine mit in vitro-Ansitzen
niherzukommen, miiBlen noch effektivere Verfahren zur Gewihrleistung einer langsamen
Substratfreiselzung gefunden werden und sollte auch die POD-Enzymaktivitit besser reguliert
werden. Priparationen zellulrer und ionisch-gebundener Enzyme, sowie das Kullurmedium
von Fichten-Suspensionskulturen wurden anstelie von Meerrettich-Peroxidase fiir die DHP-
Synthese verwendet. Die Zugabe von Coniferylalkohol vnd HyO, fithrie bei sémilichen
Extrakten zur Bildung von DHPs. Die Struktur dieser Produkte wies dic strukturellen Eigen-
schaften von in vitro-Polymeren auf, die unter Reduktion der Substratkonzentration
synthetisiert wurden (Tollier et al. 1991). Dies laBt vermuten, daB im Fall der mit Zellkultur-
Enzymen erhaltenen DHPs eine geringere Peroxidase-Aktivitdt gegeniiber dem Ansatz mit
kiiuflicher Meerretitich-Peroxidase der Grund fiir dic veriinderten strukturelten Eigenschaften
der DHPs war. Ein wichtiger EinfluB auf die Ligninstrukwr, nimlich der Effekt einer
vorgeformten Kohlenhydratmatrix, in die Lignine in vivo cinpolymerisiert werden, wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht. Die wenigen bisher publizierten Anstize, die Strukwr von
Ligninen, welche in Gegenwart von Polysacchariden in vitro gebildet wurden, zu untersuchen,
zeigien die ungemeine Komplexitit bei der Simulation der in vive-Bedingungen auf. So
verwendeten Higuchi et al, (1971) Hemicellulosen oder Pektine der Buche als Matrizes filr die
DHP-Synthese, doch waren die von den Autoren eingesetzten Methoden der Strukiur-
aufklirung  (photometrische Bestimmung der phenolischen Hydroxylgruppen und
Nitrobenzol-Oxidation) wenig geeignet fiir eine detaillierte Charakierisierong der DHPs.
Terashima und Seguchi (1988) wiesen nach, daB die Anwesenheit von Kohlenhydraten wie
Peklin, Mannan oder Dextran einen EinfluB auf die Ligninstruktur ausiibt, doch konaten sie
mit der verwendelen Methode nur den relativen Anteil jener Strukureinheilen quantifizieren,
dic an der Position 5 des Phenylpropan-Aromaten eine C-C- oder C-O-Bindung cingegangen
waren. Auch diirften die von den Autoren benuizten Kohlenhydrate, die entweder aus
Pflanzen extrahiert waren (Pektin und Mannan) oder synthetisch erhalten wurden (Sephadex),
wenig strukturelie Ahnlichkeit mit intakten Zellwinden wihrend der Lignifizierung in vivo
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haben, Wurde p-Cumarylaikohol als zweiles Monolignol neben Coniferylalkobol in einem
molaren Verhiltnis wie in ECL (19 % von Coniferylalkohot) der Reaktionsmischung zur
DHP-Synthese langsam zugegeben, spiegelte sich dieses Verhiltnis bei der Verwendung von
Meerettich-Peroxidase im gebildeten DHP wieder. Bei Einsatz von Priparationen zellulirer
oder zellwandgebundener Enzyme und auch bei Verwendung des Kulturmediums von clicitor-
induzierten Fichten-Suspensionskulturen wurde p-Cumarylalkohol bevorzugt eingebaut (25-
40 %). Dabei war die Einbaurate bel Verwendung des Medivms zur DHP-Synthese mit 40 %
am griBten. Auf der Ebenc der Substratspezifitit von PODs bestiinde demnach eine weitere
Repulationsstelle filr den vermchrien Einbau von p-Cumarylatkohol in das extrazelluliire
StreBlignin (ECL), wobei extrazellultire PODs in dieser Hinsicht am effektivsten waren. Dies
kénnte ein Hinweis auf eine wesentliche Beteiligung der extrazelluliren PODs an der
Biosynthese von ECL sein.

2. Biosynthese phenolischer Polymere in ozonbehandelten Fichten-
Keimlingen

Zur Uberpriifung der Frage, ob die strukturellen Eigenschaften des extrazelluliren StreB-
Lignins aus Fichlen-Suspensionskulturen cine allgemeinere Verbreitung in de novo-Ligninen
finden, sollte die Ligninstruktur in ozonbehandelten Fichtenkeimlingen untersucht werden.
Dieses experimentelle Modellsystem war am Institut gut etabliert. Galliano et al. (1993 a,b)
konnten zeigen, daB die Aktivitit der Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD) und deren Trans-
kriptmenge in Nadeln von Fichtenkeimlingen unter dem EinfluB von Ozon eine
dosisabhiingige Induktion erfuhr. Da die CAD-Aktivitit fir dic Biosynthese der Lignine
bendtigt wird, lag die Vermutung nahe, daB auch die Akkumulation von Lignin durch eine
Ozon-Exposition induziert wilrde. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einbau
phenolischer Polymere in dic Zellwinde der Nadeln und Hypokotylen von Fichten-
Keimlingen als ein friher Effekt einer Ozonbehandlung, noch bevor sichtbare Schiiden
aufiraten, pezeigt. Diese Untersuchungen wurden um die Messungen von CAD und POD in
Nadeln und Hypokoatylen erweitert.

2.1  Akkomulation von Lignin und Suberin

Lignin wurde histochemisch im Leitgewebe und in der Epidermis, Suberin ausschlieBlich
in der Epidermis der Nadeln und Hypokotyle nachgewiesen. Nach MaBgabe der LTGA-
Methode induzierte Czon die Akkumulation von Suberin und Lignin, die mit dieser Methode
als phenoli-sche Polymere gemeinsam erfaBt werden, in den Zellwinden der Nadeln und
Hypokotyle. Es ist nicht geklart, ob dieser Einbau phenolischer Polymere in Hypokotylen ein
systemisches Phénomen ist. Der mikroskopische Nachweis von SchlicBzellen in Zellwédnden
von Hypokotylen 1Bt jedoch vermuten, daB ein Gasaustausch von Hypokotylen und der
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angrenzenden Atmosphfire moglich ist. Die Struktur des Ligninanteils der Nadeln und
Hypokotyle wurde mit Hilfe der Thioacidolyse untersucht. Die Ligninswukur wies nach
MaBgabe der Thioacidelyse einige der typischen Eigenschaften von de novo-Ligninen wie den
gegeniiber dem Holzlignin erhdhten Anteil von p-Hydroxyphenyl (H)-Einheiten und eine vom
Holzlignin  verschiedene Zusammensetzung aus  quervemneizenden  Suruktureinheiten
(s. TV 1.1) auf. Durch die Ozonbehandiung wurde der relative Anteil von H-Einheiten in den
Ligninen der Keimlinge nicht weiter erhtht. Mittels Thioacidolyse konnte die gesteigerte
Akkumulation phenolischer Polymere nach Ozonbehandlung, wie sie mit Hilfe der LTGA-
Methode nachgewiesen wude, nicht bestitigt werden. Diese Diskrepanz kann moglicherweise
mit der unterschiedlichen analytischen Zugtinglichkeit der stark quervemetzien ,konden-
sierten” Struktur-Bausteine jm Lignin und Suberin fir die beiden Methoden erklirt werden.
Werden filr die Lignin-Charakterisierung Abbaumethoden verwendet, so tritt in allen Fallen
die Limilicrung auf, daf die analysierbaren Produkte nur in méBig hohen Ausbeuten erhalten
werden. Dies ist auf das Vorkommen chemisch stabiler Bindungen im Lignin, der
kondensierten Bindungen zurilckzufihren. Nach Thioacidolyse konnen nur monomere und
dimere Reakionsprodukte quantitativ erfaBt werden. Die ebenfalls gebildeten tri-, tetra- und
oligomeren Produkte bleiben unberiicksichtigt (Lapierre 1993). Auf der anderen Seite erlaubl
die LTGA-Methode durch Messung der Absorplion der Lignin-Thioglycolsiure-Derivate eine
zufriedenstellende Quantifizierung von lignin- und suberinartigen Polymeren, wobei auch die
héhermolekularen Anteile analysiert werden (Graham und Graham 1991). Der entscheidende
Nachteil der LTGA-Methode besieht in der Tatsache, daB bisher noch keine detaillierten
strukurellen Informationen gewonnen werden konnen. Im Wissen um die Méglichkeiten und
Grenzen der veschiedenen Methoden der Lignin- und Suberin-Charakterisierung kann nur ein
Flickenteppich struktureller Informationen, gewonnen aus unterschiedlichen analytischen
Ansitzen, ein Verstiandnis der komplexen Struktur dieser unlgslichen und quervernetzten
Strukturen erlauben.

2.2  Ipduktion von Enzymen der Lignin-Biosynthese

Der Zellwand-Einbau phenolischer Polymere als Reakiion auf eine Ozonbehandlung
wurde in verschiedenen Koniferen von einer Induktion von Enzymen der Lignin-Bioynthese
begleitet (Tab. 43). So berichteten Galliano et al. (1993 a,b) Uiber den Anstieg der CAD-
Aktivitat und CAD-mRNA in Fichten-Keimlingen ab 200 nl I-! Ozon. Heller el al. (1990 b}
fanden cinen An-stieg der CAD-Aktivitét in Nadeln von Fichten schon ab 80 nl I-1 Ozon,
wenn die Schadgasbehandlung dber zwei Vegetationsperioden fortgesetzt wurde. Langebartels
et al. (1990) wiesen eine [0-fach erhShte CAD-AKktivitit in Nadeln von vier Jahre alten
Kiefern nach, die mit 150 nl I'1 Ozon behandelt wurden. Auch die Induklion der Peroxidase-
Aktivitit wurde wiederholt fiir ozonexponierte Koniferen belegt. Nach Kurzzeitpulsen mit
150 ol 1'! Ozon wurde eine POD-Induktion in Fichten-Simlingen von Castillo et al. (1987)
gefunden, Bei ciner kombinicrten Behandlung mit 80 nl I-1 Ozon und 750ml 11! CO;
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beobachleten Polle et al. (1993) ebenfalls einen Anstieg der POD-Aktivitit, Fir drei
verschiedene Freilandstandorte mit unterschiedlichen ambienten Ozonkonzentrationen wurde
von Tkemeyer et al. (1993) eine positive Korrelation zwischen der Aktivitit apoplastidirer
PODs und der durchschnittlichen Ozonkonzentration nechgewiesen.

Tab, 43, Zusammenstellung der Literatur iiber den Effekt von Ozon auf Enzyme der Lignin-

Biosynthese.

| Keniferenspezies | Schad g%_sbehmdlung | Biochemische Reaktionen Literatur
Picea abies GO0 nl 1I-* O, (7 bid) Induktion der Akdviut Zellwand-gebundener und m
(Aliet 4 Jahre) apoplestidirer Peroxidasen und Superoxid-
Dismutasen, Abnshme von Ascorbat in Nadeln

Picen abies Kombination von 200- Indukiion der Zimtalkohol-Dehydrogenase- [2)
(Alier3 Jahre) | 70001 1! O, und seurem | Aktivitst

(pH 3.0) Nebel

(Tagesgang iiber 14

Monale)
Pinus sylvestriz 150, 300 und 600 ot I'T Anstieg der Aktivittilen von Phenylalanin- [
{Alrer 4 Jahre) 0, (7 Wd, 39 d) Ammoniak-Lyase und Zimtalkohol-Dehydrogenase

in Nadeln

Picea abies 200 und 30001 "1 O, Anstieg der Aktivitlit von Zimialkohol- [4)
(Alier 4 Wochen) | (8 h/d, 1S d) Dehydrogenase in Nadeln
Picea abies 300 und 600 0l I'T Oy Anslicg der Zimlalkohol-Dehydrogenase-mRNA in | (5)
{Alter 4 Wochen) | (8 hid, 25 d) Nadeln
Picea abies Kombination von B0 nl 1"} | Abfall der Aktivitit von Superoxid-Dismulase und 6]
(Alter3 Jehre) | Oqund 750 i 1 CO, | Calalase, Anstisg der Aktivilit von Peroxidase in

(24 h/d, 5.5 Monate) Nadeln
Picea abies Freilandstandorte mit posilive Korreletion von Ozonkonzentration und 7
(Alter > 50 Jahre) | unterschiedlich hohen der AkiivitZs apoplastidirer Peroxidasen in Nadeln

ambienten Oy-Kon-

zentralionen

Literaturs (1} Castilla et al. (1987), [2] Heller et al, (1990 b), [3] Langebartels et ab. (1990), (4] Galliano et al.
(1593 0), [5] Galliano et al. (1993 b}, [6]) Polle ct al. (1993), [7) kemeyer et al. (1993,

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden schon drei Tage nach Beginn der Ozon-
Behandlung in den Nadeln und Hypokotylen der Fichten-Keimlinge gegenilber den in Reinluft
kultivierten Kontrollen deutlich hbhere Aktivitilen von Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD)
und Peroxidase (POD) gemessen, deren Induktionsverhalten zeitlich mit der Akkumulation
phenolischer Polymere in den Zellwéinden korrelierte. Die Induktion der CAD-Aktivitit wies
dabei eine signifikante Dosis-Wirkungs-Abhiingigkeit auf. Die in den Hypokotylen ermilielte
Aktivitit war um den Faktor 1.8-2.5 hoher als in den Nadeln und spiegelte damit in etwa den
um 3.0-3.5-fach hoheren Ligningehalt wieder. Die bisher publizierten und die in der
varliegenden Arbeit priisentieren Dalen lassen die SchluBfolgerung zu, daB die Enzym-
aktivititen von CAD und POD als frilhe biochemische Biomarker fir eine Ozonbelasiung
gelien kénnen.
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Im Laufe einer Schadgas-Exposition setzen hiufig rasch verschiedene Abwehr-
mechanismen von Pflanzen wie die Induktion des Sekundirstoffwechsels auf der Ebene von
Transkription, Enzymakuivititen und Metabolitakkumulation cin, Sichtbare Schiden erschei-
nen meist erst deutlich spiter und ktnnen auf den EinfluB eines zweiten Stressors (z.B.
Pathogen-Infektion) zurilckzufilhren sein. Es gibt Hinweise fiir die Vermutung, da8l die
erhohte Empfindlichkeit von schadgasexponierten Pflanzen gegeniiber verbreiteten Krank-
heiten, vor allem pilzlichen Ursprungs, ein sehr wichtiger, wenn auch indirekter, Fakior bei
der Auspriigung der nevartigen Waldschiden in Milteleuropa ist (James et al. 1980; Madden
und Campbell 1987; Manning und Keane; Bonello et al. 1993). Wie schon zuvor erwihnt,
sollie die potenticlle Rolle einer induzierten Lignifizierung und Suberisierung in allerdings
eher im Aufbau struktureller Barrieren zum Schutz vor dem Eindringen von Mikroorganismen
dienen. Moglicherweise besieht die verhdngnisvolle Wirkung von Ozon bei Pflanzen in der
Zerstbrung einer geregelten Abwehr, da die phenolischen Sekundirstoffprodukte zur falschen
Zeit am falschen Ort akkumulieren und somit fiir dic Abwehr ciner spéler anftretenden
Pathogeninfektion nicht mehr zur Verfiigung stehen. In der natilrlichen Umgebung ist eine
Pflanze einer Vielzahl von biotischen und sbiotischen StreBfaktoren ausgesetzl, die ihrerseits
zur Indukiion verschiedener Abwehrmechanismen filhren kinnen. Solche komplexen
Wechselwirkungen sind an Freilandstandorten nur duBert schwierig nachzuweisen, was dic
Bedeutung von experimentellen Modellsystemen wie Keimiingen, die unter definierten
Bedingungen angezogen und mit Schadgasen exponiert werden, fiir die Erforschung dieser
Zusammenhiinge verdeutlicht,

3. Bindungstyp von 3,4-Dichloranilin (DCA) in Dehydrierungs-
polymerisaten (DHPs) und Hydrolyseempfindlichkeit dieser Bindung

31  Der Bindungstyp von DCA in DHPs

Fiir 3,4-Dichloranilin (DCA), einem wichtigen Stoffwechselintermediat des Metabolismus'
verschiedener Herbizide in Pflanzen, wurde wiederholt der Einbau in ligninartige Bestandteile
der Zellwiinde beschrieben (Yih el al. 1968; Sutherland 1976; Still et al. 1983; Langebartels
und Harms 1988; Pogany et al. 1990; Sandermann et al. 1992). Dic Kenntnis des
Bindungstyps von DCA in den sogenannten ,nicht-extrahierbaren Rilckstinden” ist ein
wichtiger Schritt bei der Bewertung der toxikologischen Relevanz dieser Fremdstoff-
Riickstinde in Nashrungspflanzen, da die Menge des im Magen-Darm-Trakt von Tier und
Mensch resorbierien Fremdstoffs in direktem Zusammenhang zur Art der Bindung der
entsprechenden Chemikalic steht. Filr den Bindungstyp von DCA. im Linginanteil von nicht-
extrahierbaren Riickstinden in Reispflanzen schlugen Still et al, (1981) die Bindung von DCA
an C-a der Phenylpropan-Seitenkette des Lignins vor. Die gleiche Art der Bindung wurde von
v.d.Trenck et al. (1981) fiir DCA in einem synthetischen DCA-Coniferylalkohol-Copolymer
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(Dehydrierungspolymerisat; DHP) postuliert. Sandermann et al. (1992) zeigten, da8 bei milder
saurer Hydrolyse (0.1 M HCL, 37°C), die als Simulation filr die Bedingungen im Séugermagen
eingesetzt wurde, aus einem solchen DHP innerhalb von wenigen Minuten ca. 30 %o der
inkorporierten Radioaktivitiit aus DCA in die saure Hydrolyselésung iiberging und die
hydrolysierte Substanz bei der Dinnschichtchromatographie mit dem DCA-Standard
comigrierte. Nach dieser anféinglichen schnellen Freisetzung von Radjoaktivitit, von den
Autoren als ,,burst release” bezeichnet, war die Zunshme der Radiocaktjvitit in der
Hydrolyselésung ilber dem Polymer nur noch gering und dhnelte der Kinetik bei der
Hydrolyse von nicht-extrahierbaren Weizen-Riickstinden, bei denen in den ersten zwei
Stunden ecine lineare Freisetzung von ca. 10 % des DCAs beobachtet wurde. Digse Diskrepanz
in der Hydrolysebestindigkeit der Bindung von DCA in beiden Polymeren begriindeten die
Autoren mit dem Vorkommen zweier Bindungstypen fiir DCA im DHP. Zum einen bestilnde
eine S#Hure-labile Bindung von DCA zum C-o¢ der aliphatischen Seitenkette von
Phenylpropan-Einheiten des Lignins nur im DHP. Zweitens gibe es ¢ine stabile Bindung zum
C-6 des Guajacylringes in beiden Ligninen, die langsamer hydrolysient wird. Eine cindeutige
Aussage zum Bindungstyp von DCA in DHPs und nichi-extrahierbaren Riickstinden ist nur
durch Vergleich mit den spektroskopischen und chemischen Eigenschafien geeigneter
Modellsubstanzen méglich. In der Literatur sind eine Reihe von Arbeiten zum Mechanismus
der Bindung von phenolischen Substanzen und Glicose an C-ox der Seitenkette von Dilignol-
Modellsubstanzen zu finden (Freudenberg 1968; Tenaka et al. 1979; Brunow et al. 1989;
Sipili und Brunow 1991), Untersuchungen zur Bindung von DCA an solche Modell-
substanzen sind jedoch bisher von keiner Artbeitsgruppe publiziert worden. In der
vorliegenden Arbeit sollie disse experimentelle Licke peschlossen werden. Dazu wurden
zunfichst verschiedene DHPs synthetisiert. Als Referenz eines DCA-freien Polymers wurde
cin DHP in leichter Abwandlung nach Freudenberg (1968) aus Coniferylalkohol und H;O,
unter Katalyse von Merrettich-Peroxidase synthetisiert (Ref-DHP). Nach dem gleichen
Procedere wurden Copolymerisate mit #quimolaren Mengen von Coniferylalkohol und DCA
(DCA-DHP; auch mit [14C] DCA, als [14C] DCA-DHP bezeichnet) bzw. [!3N] Anilin (Ani-
DHP) hergestellt. Die Einbauraten von DCA und [13N] Anilin in die DHPs lagen zwischen 40
und 50 %. Daraus resultiert ein molares Verhiltnis im Polymer von Coniferylalkohol/DCA
von 2-2.5:1. Die Polymere wurden mittels !H-, 13C- und 15N-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Die in Ref-DHP auftretenden Signale konnten recht gut mit den bisher
publizierten NMR-Daten zugeordnet werden (Lapiere et al. 1987; Robert 1993). Diese
Zuordnungtabellen entstanden nach aunsfUihrlichen ein- und zweidimensionalen NMR-
Experimenten avch mit Modellsubstanzen fUr die unterschiedlichen Bindungstypen in
Holzligninen. Die in der vorliegenden Arbeit prisentierten NMR-Spektren wurden unter
vergleichbaren Bedingungen wie die oben angegebenen Lileratur-Daten erhoben. Der
Vergleich der 1H- und 13C-NMR-Spektren von Ref-DHP mit DCA-DHP zeigte, daB in DCA-
DHP mehr Signale im chemischen Verschicbungsbereich der aliphatischen Phenyl-propan-
Seitenkette und im Aromatenbereich auftraten. Die neven Signale aliphatischer H- und C-
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Atome in DCA-DHP wurden mit Ani-DHP exakt reproduziert. Im Aromatenbereich traien,
wie schon allein aufgrund der unterschiedlichen Struktur von Anilin und DCA zu erwarten
war, einige Unterschiede auf. Im 'H-entkoppelten 15N-NMR-Spektrum von Ani-Mod 1 waren
zwei Signalgruppen in direkter Nachbarschaft mit einem Intensitéisverhiitnis von 85:15 zu
erkennen. Eine weitere Zuordnung der in DCA-DHF und Ani-DHP gegeniiber Ref-DHP
susiitzlich auftretenden  Signale konnle allerdings erst nach Vergleich mit den
Modelisubstanzen getroffen werden.

Fiir die Auswahl der Modellverbindungen filr eine sdurelabile Bindung von DCA in DHPs
wurden die folgenden Uberlegungen angestellt: Eine Méglichkeit der Anlagerung von DCA
wire die von Still et al. (1981) und Sandermann et al. {1992} vorgeschlagene Bindung an C-o
der aliphatischen Seitenkette. Bindungen an das o-C-Atom der Seitenkette wurden in der
Literatur als die reakiivsten Bindungen in Ligninen beschrieben (Freudenberg 1968; Monties
1989). In Ver-suchen mit Addukien von Glucese an C-o von Lignin-Modellsubstanzen
zeigten Sipili und Branow (1991), daB in 0.1 M HCI bei 23°C jnnerhalb von zwei Wochen ca.
30 % der Glucose freigesetzt wurden, Méglicherweise wire cine Benzylamin-Bindung unter
gleichen Bedingungen labiler, doch war es fraglich, ob die Reaktivitit einer Bindung von
DCA an C-o ausreichen wiirde fir eine so rasche Hydrolyse, wie von Sandermann et al.
(1992) fir dic Freisetzung von DCA aus dem DHP beschrieben. Zur Uberpriifung der
chemischen Eigenschaften einer Benzylamin-Bindung von DCA in DHPs wurden
entsprechende Modellsubstanzen in einer Zweischritt-Reaktion synthetisiert. Edukt der
Reaktion war das Dilignol-Modell Guajacylglycerol-B-guajacylether, ein Strukturanalogon des
am héufigsten in Ligninen vorkommenden Bindungstyps, der 8-O-4-Bindung. Zunlichst wurde
durch Substitution der a-Hydroxylgruppe durch Brom und anschlicBende Elimination des
Broms ein Chinonmethid der Ausgangssubstanz erzeugt, an welches in einem zweiten Schritt
DCA addien wurde. Die Bindung von DCA erfolgte ausschlieBlich in der c-Position der
Seitenketie. Als Produkt wurde ein Stercoisomeren-Gemisch von 80:20 (threo/erythro)
crhalten. Die Reaktionsprodukte wurden mit DCA-Mod 1 (threo-fsomer) und DCA-Mod 2
(erythro-Isomer) bezeichnet. Mit derselben Reakiionssequenz wurden zwei weitere
Stereoisomnere durch Addition von [15N] Anilin an das Chinonmethid von Guajacylglycerol-8-
guajacylether gewonnen. Sie wurden mit Ani-Mod 1 (threc-Isomer) und Ani-Mod 2 (erythro-
Isomer) bezeichnet. Als eine zweile potentielle hydrolytisch labile Bindungsstelle fiir DCA in
DHPs wurde die Addition an C-y in Coniferylaldehyd-Endgruppen untersucht. Die
Anlagerung von DCA wirde in diesem Fall zur Ausbildung eines Azomethins fihren. Eine
Modellsubstan fiir diesen Bindungstyp wurde durch Addition von DCA an Coniferylaldehyd
edhalten (DCA-Mod 3). Simtliche Modellsubstanzen wurden mit verschiedenen ein- und
sweidimensionalen 1H- und 13C-NMR-Methoden charakterisiert. Mit den [15N] Anilin
enthalienden Modellsubstanzen wurden zusitzlich !SN-NMR-Experimente durchgefithrt.
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Eine Bindung von DCA an C-y von Coniferylaldehyd-Endgruppen in DHPs konnte nach
Vergleich der NMR-Spektren der DHPs mit jenen von DCA-Mod 3 ausgeschlossen werden.
Im Bereich der chemischen Verschiebung von Azomethin-H- und C-Atomen wurden in DCA-
DHP keine Signale detektiert. Der Anteil von Coniferylaldehyd-Endgruppen en den
strukturetlen Bindungstypen in DHPs belrigt nach MaBgabe der Thioacidolyse weniger als
4 % (Tollier et al. 1991; s. auch diese Arbeit) und kann somit nicht filr die Bindung eines
griBeren Anteils von DCA verantwortlich sein. Ein weiteres Indiz, das gegen ¢ine Beleiligung
von Coniferylaldehyd-Endgruppen an der Bindung von DCA spricht, sind die Synthese-
bedingungen, die filr eine Azomethin-Synthese erforderlich sind. Bei der Synthese muB filr
das Entfernen des dabei gebildeten Wassers gesorgt sein, da das Gleichgewicht der Reaktion
ansonsien wieder auf die Seile der Edukte verschoben wird. Die DHP-Synthese findet
allerdings in Phosphalpuffer statt und es erscheint unwahrscheinlich, daB eine Bindung von
DCA en Coniferylaldehyd-Endgruppen unter diesen Bedingungen entstehen kann. DICA-
Mod 3 hydrolysiert schon unter leicht sauren Bedingungen (pH 5.5) in Sekunden vollsténdig,

Einige der schon erwihnten Verinderungen in den NMR-Spektren von DCA-DHP und
Ani-DHP gegeniiber Ref-DHP konnten durch Vergleich mit den Modellsubstanzen fiir die
Bindung von DCA vnd (15N] Anilin an C-; der aliphatischen Scitenkette cindeutig diesem
Bindungstyp zugeordnet werden. Die Verinderung der chemischen Umgebung an C-o: wegen
der Substitution der Hydroxylgruppe durch die aromatischen Amine wirkie sich deutlich auf
die Signallage in den NMR-Spekiren aus. So worden das 'H-Signal von H-G und das 13C-
Signal von C-a Hochfeld-verschoben und stimmien exakt mit den chemischen Verschie-
bungen der gegeniiber Ref.-DHP neu auftretenden Signale in DCA-DHP und Ani-DHP
iiberein, Die von v.d.Trenck et al. (1981) publizierten NMR-Spektren wiesen die gleichen
chemischen Verschiebungen auf. Die Autoren verwendeten fir die Zuordnung der Signale
ebenfalls Modellsubstanzen, doch entsprechen die in der vorliegenden Arbeil verwendeten
Substanzen besser den in Ligninen vorkommenden Bindungstypen. Durch Vergleich der
IH,'H- und 'H,1C-COSY-NMR-Spekren der DHPs mit jenen der Modellsubstanzen
konnten auch im Aromatenbereich die auf dic Bindung von DCA an C-ct zuriickzufilhrenden
Signale zugeordnet werden. In diesen Zuordnungen ist ein wesentlicher Fortschrilt zu den von
v.d.Trenck et al. (1981} publizierten Daten zu sehen, da diesen Autoren keine geeigneten
Addukte von DCA an Modellsubstanzen zur Verfiigung standen und einige der modemeren
Methoden der zweidimensionalen NMR-Spekiroskopie noch nicht ausgereift waren. Der
eleganteste Beweis filr das Vorkommen des beschricbenen Bindungstyps von DCA in DHPs
wurde mit den ISN-NMR-Spektren erbracht. Die bei Ani-DHP auftretenden zwei Signal-
gruppen zeigten die exakt gleichen chemischen Verschiebungen wie Ani-Mod 1 und Ani-Mod
2. Damit konnte zustitzlich das Stereoisomeren-Verhiltnis in Ani-DHP bestimmt werden
(85-90 % threo, 10-15 % erythro). Wegen des Fehlens weiterer Signale im 13N-NMR-
Spektrum von Ani-DHP konnte ausgeschlossen werden, daB noch ein weiterer Bindungstyp
von [!SN] Anilin besteht. Da die Bindung von Anilin in simtlichen Modellsubstanz-
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Synthesen und in den Polymeren mit jemer von DCA vergicichbar war, darf davon
ausgegangen werden, daB auch fiir DCA nur ein Bindungstyp in DHPs in Frage kommt. Dies
gilt auch fir die von Simmons ct al. (1989) in Copolymerisaten von Guajacol und
4-Chiloranilin bzw. von Tatsumi et al. (1994) in Additions-produkien von DCA an Proto-
katechusiure gefundene Bindung von DCA an C-6 des Aromaten, die in den im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten DHPs nicht vorkam. Ein solcher Bindungstyp entsteht
offensichtlich nur dann, wenn keine aliphatische Seitenkelte vorhanden ist und damit die
Bildung eines Chinonmethids, welches die Bindung von DCA an C-ot der Seitenkette
begiinstigen wiirde, nicht méglich ist, Filr dic Routine-NMR-Analytik des Bindungstyps von
Anilinen, und dies gilt vermutlich auch fir die Bindung weiterer Xenobiotika mit
nukleophilen reaktiven Gruppen, in DHPs reicht nach den umfangreichen in dieser Arbeit
vorgestellten NMR-spekiroskopischen Daten der Vergleich der 1H- und 13C-NMR-Spekuren
dieser Polymere mit einem Referenz-DHP (DHP aus Coniferylalkohol) im Verschicbungs-
bereich der aliphatischen Seitenkette (Tab. 44) aus. Wenn ein [15N]-markiertes Amin
verfiighar ist, wiirde die Empfindlichkeit der 15N-NMR-Spekiroskopie mtiglicherweise sogar
fir die Charakterisierong gebundener Rilckstinde von Amin-Xenobiotika in Pflanzen
ausreichen. In diesem Fall wird die Analyse dadurch erleichtert, daB in den Zellwiinden
upbehandelten Pflanzen keine Signale im 13N-NMR-Spektrum auftreten, da die natiirliche
Hiufigkeit und die Empfangbarkeit dieses Kerns zu gering sind, um in realistischer MeBzeit
(1-3 Tage) Signale von Proteinen als Stickstoff-haltige Komponenten der Zellwinde
zuzulassen.

Tab. 44. Zuordnung der fir die Benzylamin-Bindung in Copolymerisaten von
Coniferylalkohol und aromatischen Aminen (DCA-DHP, Ani-DHP) charakreristischen 1H-,
130 und I5N-NMR-Signale der aliphatischen Seitenkette. Die chemischen Verschiebungen
der gegenilber Ref- DHP neu auftretenden Signale sind unterstrichen.

Zuordnung 3 [ppm] in Ref- | & [ppm] in 8 [ppm) in Ani-
DHP DCA-DHP DHP

H-a in 8-O-4-Struktureinheiten 4.70 4.73;4.63 4.73.4.63

H-B in B-O-4-Struktureinheiten 410 4.10;3.32 432

C-at in B-0-4-Struktureinheiten 712 713; 561 71.0; 567

C-B in B-O-4-Strukwreinheiten B4.9 84.9; 84,1 84.9;84.3

[15N] Anilin an C-a: - . -317.28 (threc)
-313.73 (erythro)

3,2  Hydrolysestabilitiit der Bindung von Anilinen in DHP's

Neben den strukturellen Eigenschaften sollte die chemische Stabilitil der Bindung von
DCA in DHPs und Modelisubstanzen untersucht werden, Die Hydrolysekinetik (0.1 M HCI,
37°C) eines Copolymers von [*4C} DCA und Coniferylalkohol ([14C] DCA-DHP) z<igte eine
thnliche Charakteristik wie von Sandermann et al. (1992) beschrichen. Innerhalb weniger
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Minuten wurden ca. 25 % der Radioaktivitit in der Hydrolyselosung gefunden. Durch
Kopplung der HPLC mit einem Radiodetektor konnte gezeigt werden, daB tatsichlich
[M4C] DCA als einzige radioaktiv markierte niedermolekulare Komponente freigesetzt wurde,
In den nachfolgenden zwei Stunden gingen weitere 2-3 % der Radioaktivitdt in die wiBrige
Phase ilber. Die Analyss der pH-Stabilitit von [4C] DCA-DHP zeigte, daB bei cinem
vergleichsweise milden pH-Wert von 3 und auch im alkalischen Bereich eine Erhéhung der
Radioaktivitdt in der entsprechenden Pufferlésung aufirat, Bei pH 12 wurden nach 10 min
mehr als 60 % der Radioaktivitit im Puffer wiedergefunden. Die Quantifizierung der Anilin-
Freisetzung wurde zusitzlich mittels 'H-NMR-Spekiroskopie iberprilft. Dazu wurde Ani-
DHP einer Hydrolyse in D;Q/dg-DMSO 2:1 (v/v) bei pH 1 (pH-Ein-stellung mit DCI) und
37°C unterzogen und das Auftreten der Signale von freigesetztem protoniertem [!5N] Anilin
verfolgt. Diese Signale traten im Verschiebungsbereich zwischen 7.34 und 7.45 ppm auf und
lagen damit auBerhalb des Bereichs der aromatischen H-Atome des Polymers, womit eine
Quantifizierung miglich war. Avf diese Weise wurde eine recht rasche Freisetzung von ca.
14-18 % (des [!5N) Anilins in den ersten 10min der Hydrolyse, gefolgt von einer
langsameren Freisetzung (20 % nach 3 h, 44 % nach 3 d) ermittelt. Ein Hydrolyseexperiment
mit dem Sierecisomerengemisch DCA-Mod 142 filhrte dagegen nach MaBgabe einer HPLC-
Anslyse zu einer langsamen Hydrolyse der Bindung von DCA an C-a von Guajacylglycerol-
B-guajacylether. Nach 24-stilndiger Inkubation wurde eine Hydrolyserate von ca 9 % ermittelt.
Nur im stark sauren Bereich (pH <2) wurde nach 10-miniitiger Inkubation eine geringe
Freisetzung von DCA beobachtet (ca. 3%). Diese Diskrepanz in der Hydrolyse-Stabilitit von
Modellsubstanz und Polymer war AnleB filr weitere Untersuchungen. Eine mdgliche
Exklirung fiir dieses Phinomen wire der Ubergang von Anteilen des Polymers in die wiBrige
Hydrolyselgsung, ohne dafl dic Bindung von DCA gespalien wird. Diese Vermutung wurde
mittels Gelpermeationschromatographie (HPSEC) iberpriift. Die Hydrolysemischung wurde
5 min nach Beginn der Hydrolyse (0.1 M HCI, 37°C) zentrifugiert und der Uberstand einer
HPSEC-Analyse unterzogen. Tatsichlich enthielt der {Jberstand nach Mafgabe der Radio-
aklivititsdelektion einen Anteil polymerer Komponenten von 50-60 %. Damit wurde gezeigt,
daB die Kinetik der Akkumulation von Radioaktivitit aus [!4C] DCA-DHP in der
Hydralyseldsung aus der Uberlagerung zweier Effekte resultiert, nimlich der Freiselzung von
['4C] DCA und der Lslichkeit des Polymers in 0.1 M HCL. Unter Beriicksichtigung des in
den essten 10min der Hydrolyse frei-geseizten Radioaktivititsanteils von ca. 25 %
{Quantifizierung im Szintillationszshler) aus [14C) DCA-DHF l48t sich abschiitzen, daf 50-
60 % davon auf einer [14C] DCA-Freisetzung und 40-50 % auf der Lislichkeit des Polymers
in der Hydrolyseldsung berchen. Wegen der Homogenitiit der Bindung von Anilinen in DHPs
{ausschiieBlich Bindung an C-ot der Seitenkette) sollte die Hydrolyse der Benzylamin-
Bindung eine Reaktion erster Ordnung darstellen. Die Kinetik der Hydrolyse van [1C] DCA
aus [4C] DCA-DHP wies allerdings zwei Phasen auf, ndmlich eine rasch erfolgende
Akkumulation von Radioaktivitit in der wiBrigen Hydrolyselsung in den ersten 10 min,
gefolgt von eciner langsameren Radioaktivithits-Freisctzung. Wie durch Hydrolyse der
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Modellverbindung fiir die Benzylamin-Bindung (DCA-Mod 1/2) gezeigt wurde, ist eine sehr
langsame Spaltung dieser Bindung zu erwarten.

Diese Diskrepanz in der Labilittit der Bindung von Anilinen in DHPs und in den ent-
sprechenden Madellverbindungen ist mdglicherweise mit dem Vorliegen eines Nachbar-
gruppeneffektes zu erkliren. Dieser besteht darin, daf cin dem Reaktionszentrum
benachbartes Atom {oder eine Atomgruppe; hier: B-O-4-gebundener Sauerstoff an C-B) mit
nichtbindenden oder m-Elekironenpaaren die Sy-Reaktion (hier: Ersetzen von DCA durch
Hydroxylgruppe) erleichtert, indem dieses Atom (bzw. die funktionelle Gruppe) als Nukleo-
phil zuerst selbst das Reaktionszentrum angreift (intramolekulare Sy-Reaktion) und im
zweiten Reaktionsschritt dureh e¢in von auBen kommendes Nukleophil verdriingt wird
{Christen und Végtle 1988B). Das Vorliegen eines Nachbargruppeneffektes kann dadurch
erkannt werden, daB die Reaktionsgeschwindigkeit der Substitution (Amin wird gegen OH
ausgetauscht) griiBer ist, als es ohne diesen Effekt der Fall wire. Man spricht dann von
,,anchimerer Beschleunigung”., Der Nachbargruppeneffekt wird in der groBiechnischen
Zellstoffgewinnung genuizt (Gierer und Ljunggren 1979). Eine wesentliche Herausforderung
fiir die Zellstoffproduktion ist die Eatfernung der Lignine aus den verwendeten Hélzem. Im
allgemeinen wird dabei die Spaltung der B-O-4-Bindungen in Ligninen durch Erhitzen in
alkalischen Laugen emreicht. Zuniichst wird die benzylische Hydroxylgruppe in ein Phenolat-
Anion ilberfilhri, welches ein intermedidres Epoxid zum C-B ausbildet. Gleichzeitig wird ein
Phenoxid-Anion (Substituent an C-B) abgespalten. In einem zweiten Schritt wird unter
EinfluB der Base der Epoxidring gedffnet, wobei an C-B eine weitere Hydroxylgruppe entsteht
(Hubbard et al. 1992), Auch die Effektivitdt der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Methode zur Depolymerisierung von Ligninen, der Thioacidolyse, beruht suf einem Nachbar-
gruppeneffekt (Lapierre et al. 1985; Reaktionsmechanismus unter IT 10.1.4 abgebildet).

Der Nachbargruppeneffekt kann nur dann wirksam werden, wenn austretende Gruppe und
die entsprechende Nachbargruppe in anti-periplanarer Position zueinander stehen. Der ProzeB
der Hydrolyse der Benzylamin-Bindung in DCA-DHP unter dem EinfluB einer Nachbar-
gruppe ist in Abb. 92 hypolhetisch gezeigt.

Nach Protonierung des Amin-Sticksioffs wird DCA unter Ausbildung eines Epoxids
abgespalten. Dabei greift der Saverstoff des in B-Position gebundenen Phenylpropanrestes als
Nukleophi! das Reaktionszentrum an C-a an und unterstiitzt somit den Austritt von DCA.
Miglicherweise sind die Konformationen der Substituenten an der aliphatischen Seitenkette
in DHPs wegen der starken Quervernetzung dieser in vitro-Polymere (Tollier et al, 1991;
s. auch IV 1.1 diese Arbeif) fixiert, so daB keine freie Rotation der Bindungen (wic in den
Modellsubstanzen) mehr existiert. Ein Hinweis auf das Vorliegen mehrerer stabiler
Konformationen wurde durch die 15N-NMR-Spektroskopie erhalten. Die zwei mit Ani-DHP
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Abb, 92. Nachbargruppen-Effekt bei der Hydrolyse der Bindung von DCA an C-vt der Seiten-
kette von Phenylpropan-Einheiter in DHPs.

erhaltenen Signalgruppen zeigten eine Feinstruktur, die den verschiedenen Konformationen
der Substituenten an der Seitenkelte zuzuordnen sein kdnnte. Eine cindeutige Bestitigung
dieser Hypothese ist schwer zu erbringen. Es ist zu erwarten, daB eine Fixierung der Konfor-
mationen an der aliphatischen Seitenkette in DCA-DHP und Ani-DHP durch h&here
Temperaturen aufzuheben sind, damit der Nachbargruppeneffekt nicht mehr wirkam wird,
also eine langsamere Hydrolyse der Benzylamin-Bindung zu fordem ist. Moglicherweise
wiiren auch Polymerisationsreaklionen mit niedrigeren Anteilen von DCA und [!3N] Anilin
im Verhéltnis zum eingesetzten Coniferylalkohol peeignet, die riumliche Umgebung der
Bindung der Aniline im Polymer den Verh&lmissen in nicht-extrahierbaren Riicksténden von
intakten Pflanzen besser wiederzuspiegeln.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

1. Elicitor-induzierte Lignifizierung in Fichten-Suspensionskulturen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Struktur eines ligninartigen Polymers
(ECL) charakterisiert, welches im Medium von Fichten-Suspensionskulturen nach Inkubation
mit einem Rhizosphaera kalkhoffii-Elicitor akkumulierte. Damil gelang erstmals eine
detailliente Beschreibung der Strukiur eines ,Stre@-Lignins”. Mittels Thioacidolyse wurden in
ECL griiere Mengen an p-Hydroxyphenyl (H)-Einheiten, die aus der Verwendung von
p-Cumarylalkohol als Monolignol stammen, nachgewiesen. Dieser strukturelle Baustein
kommt im Koniferenholz nur in Ligninen der Zellwand-Mittellameile, im Kompressionshalz
und in simtlichen bisher charakterisierten Zellkuitur-Ligninen in nennenswerter Menge vor
und zeigt die Ahnlichkeit von ECL zu den Ligninen der frithen Entwicklungsstufen der
Lignifizierung in Koniferen auf, Des weiteren wies ECL gegeniber Holzligninen einen
hiheren Anteil an Pinoresinol (B-B)-Einheiten und einen geringeren Anteil an Diarylpropan
(8-1)-Struktureinheiten auf. Die recht niedrige Ausbeute monomerer Thioacidolyse-Produkte
und der relativ héhere Anteil von Thicacidolyse-Dimeren lassen annehmen, da8 ECL ein stark
verzweigtes Polymer mit einem hohen Prozentsatz von C-C-verknilpften Einzelbausteinen ist.
In Hinsicht auf quervernetzende Strukturbausteine nimmt ECL eine Mittelposition zwischen
den Holzligninen von Gymnospermen und synthetischen Ligninen (Dehydrierungspolymeri-
sate; DHPs) ein. Eine Analyse der Aminosiurezusammensetzung von ECL ergab, daB das
Polymer hohe Anteile an Prolin und Hydroxyprolin enthilt. Diese Strukturmerkmale deuten
auf eine Ahnlichkeit des Proteinanteils von ECL mit Extensinen hin.

Als Folge der Elicitor-Behandiung wurde eine Induklion der Aktivitdt zelluldrer und
jonisch an die Zellwand gebundener Peroxidasen (PODs) beobachtet, wihrend eine rasche
Aktivitits-EinbuBe der extrazelluliiren PODs zu verzeichnen war. In den Extrakien zelluldrer,
jonisch-gebundener und extrazellulirer Enzyme wurden vier anionische und zwei kationische
POD-Isoenzyme nachgewiesen. Die Elicitor-Induktion zelluldrer und Zellwand-gebundener
PODs bervhte im wesentlichen auf der Aktivititszunahme zweier Isoenzyme mit
Isoelektrischen Punkten (pI) von 7.1und >9. Im Medium dominierien zwei kationische
Isoenzyme (pl <3.5, 4.5), deren Aktivititsabnahme nach Elicitor-Zugabe auf die Akku-
mulation hoher Konzentrationen von Hy0; im Kulturmedium zuriickzufithren war.

Durch Variation der Bedingungen wihrend der Synthese von DHPs wurden die Struktur-
merkmale dieser Polymere jenen von ECL angeglichen. Dabei wurden verschiedene Ansitze
zur Reduktion der akiuellen Substratkonzentrationen durch enzymatische in situ-Erzeugung
der Substrate verwendet. Mit Enzympriparationen aus Fichten-Suspensionskuliuren wurde bei
der DHP-Synthese eine erhohie Einbaurate von p-Cumarylalkohel gegeniiber Coniferyl-
alkohol erhalten.
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2. Biosynthese phenolischer Polymere in ozonbehandelten Fichten-Kelmlingen

Nach Exposition ven Fichten-Keimlingen mit erhohten Ozonkonzentrationen (300 bzw.
600 1l 1! Ozon) wurde histochemisch und nach MaBigabe der Lignin-Thioglycolsiure-Metho-
de ein vermehrter Einbau von ligninartigen Polymeren in die Zellwiinde nachgewiesen, Diese
nach Ozonbehandlung beobachtete Akkumulalion phenolischer Polymere wurde von einer In-
duktion der Enzymaktivititen von Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD) und POD begleitet.
Die Induktion der CAD-Aktivitit wies eine signifikante Dosis-Wirkungs-Abhéingigkeit auf.

3. Bindungstyp von 3,4-Dichloranilin in Dehydrierungspolymerisaten und Hydrolyse-
emplindlichkeit dieser Bindung

In der vorliegenden Arbeil gelang erstmals der zweifelsfreie Beweis, daB 3,4-Dichlor-
anilin {DCA) in DHPs ausschlieBlich an C-o der afiphatischen Seitenkette von Phenylpropan-
Einheiten gebunden ist. Um diese Zuordnung zu ermbglichen, wurden DHPs ans Coniferyt-
alkohol und Hy04 unter Katalyse von Meerrettich-Peroxidase (Ref-DHF) und Copolymerisate
mit fiquimolaren Mengen Coniferylalkohol und DCA (DCA-DHP) bzw. [15N] Anilin (Ani-
DHP) hergestellt. Die Polymere wurden mittels ein- und zweidimensionaler 'H-, 13C- und
I5N-NMR-Spekiroskopie charakterisiert und die Signale in Ref-DHP durch Vergleich mit
Literaturdaten zugeordnet. Zustitzlich wurden Meodellsubsianzen filr den potentiellen Bin-
dungstyp von DCA in DHPs synihetisiert und ebenfalls NMR-spektroskopisch charakierisiert.
Der Vergleich der NMR-Spekiren von Modellsubstanzen und DHPs erlaubte die eindeutige
Zuordnung des Bindungstyps als eine Benzylamin-Bindung, Da im 13N-NMR-Spekuum von
Ani-DHP simtliche auftretenden Signale diesem Bindungstyp zugeordnet werden konnten,
kann damit ausgeschlossen werden, daB noch ein weilerer Bindungstyp besteht.

Wihrend der Inkubation eines Copolymers aus [C]DCA und Coniferylalkchol
([14C) DCA-DHP) mit 0.1 M HCI bei 37°C (Simulation des Miliens im S#ugermagen}
wurden innerhalb weniger Minulen ca, 25 % der Radioaktivitit in dic Hydrolyselosung
freigesetzt. Eine Hydrolyse von Ani-DHP im NMR-Spektrometer unter obigen Bedingungen
ergab eine Freisetzung von ca 14-18 % von protoniertem [15N] Anilin in den ersten 10 min.
Die Modellsubstanz filr den Bindungstyp von DCA in DHPs hydrolysierte allerdings unter
gleichen Bedingungen nur #uBerst langsam (9 % Hydrolyse nach 24 h). Mittels Gelper-
meationschromatographie konnte gezeigt werden, dafi cin wesentlicher Anteil (40-50 %) des
Polymers in der Hydrolysemischung l8slich war. Die Akkumulation von Radioaktivitdt aus
[14C] DCA-DHP in der Hydrolyseldsung resultierte demnach aus der Uberlagerung zweier
Effekie, nimlich der Freisetzung von [14C] DCA und der Laslichkeit des Polymers in 0.1 M
HCL. Die anfingliche rasche Freisetzung von DCA aus DHPs unter hydrolytischen Be-
dingungen ist moglicherweise auf das Vorliegen eines Nachbargruppen-Effektes zuriick-
zufiihren.
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pflanzlichen Zellwand beigetragen,




Herrn Dr. H. Lerche, in dessen Labor die Elementaranalysen durchgefiihrt wurden,

Herrn Robert “Frankieboy" May fiir seine Geduld wihrend der gemeinsamen Nuizung der
HPLC und die hervorragende Kooperation bei der Erarbeitung verschiedener HPLC- und
HPSEC-Methoden. Die Diskussionen iiber Tricks bei chemischen Synthesen waren sehr

niltzlich,

Herrn Dr. Burkhart Mefner fiir das Anlegen und die Kultivierung der Fichten-Suspensions-
kulturen,

Herrmn Dr. Jorg-Peter Schnitzler fiir die Anleitung zur Histochemie phenolicher Polymere in
Fichten-Keimlingen,

allen nicht genannten Laborkollegen, die sich um eine gute Zusammenarbeit und eine
freundliche Atmosphire verdient gemachi haben,

meinen Eltern, die mir durch ihre vielfflltige Unterstiitzung cinen wissenschaftlichen
Werdegang erlaubt haben.

Danke, Iris und Malte.






