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2 Einleitung

Die Kommunikation mit Hilfe von chemischen Botenstoffen ist in der belebten Welt ein
allgegenwartiges Phanomen. Ein System der chemischen Kommunikation ist das , quorum
sensing”, das bel Bakterien beobachtet werden kann und von besonderem Stellenwert ist.
Dieser Kommunikationsprozess ist abhangig von der Zelldichte: Unter der Annahme, dass die
Konzentration der Signamolekile ein Mal3 fur die Zeldichte reprasentiert, wird der
Kommunikationsprozess erst wirksam, wenn die Konzentration der Botenstoffe einen
bestimmten Schwellenwert CUbersteigt. Die Bezeichnung ,quorum sensing® wurde in
Anlehnung an die rémische Rechtsprechung gewahlt, in welcher der Begriff ,quorum® die
Mindestanzahl an Tellnehmern einer Versammlung darstellt, um beschlussfahig zu sein.

Die Signamolekile, die beim ,quorum sensing® as Autoinduktoren (,autoinducers®)
bezeichnet werden, werden auch bei einer geringen Zelldichte ausgeschieden. Aber erst beim
Erreichen einer gentgend hohen Konzentration kann das Signalmolekul an einen dafir
vorgesehenen Rezeptor innerhalb der Zelle effektiv binden. Dadurch wird en
Regulationsprozess ausgelost, der zur Expression spezifischer Gene fuhrt. Dabel ist der
Kommunikationsprozess nicht auf digenige Art beschrankt, die Signamolekiile aussendet
sondern kann auch artiibergreifend sein, sowohl unter Mikroorganismen, as auch zwischen
Mikroorganismus und Pflanzen- oder Tierzellen.

Zu den vidfdltigen Funktionen der exprimierten Gene zéhlen unter anderem die Bildung von
Biofilmen, Konjugation und Transformation, Synthese von Pathogenen und Antibiotika oder
die Biolumineszenz.*

Von ihrer Struktur her sind die Signamolekile von verschiedener Art. Post-translational
modifizierte Oligopeptide stellen die verbreitetste Strukturklasse unter den grampositiven
Bakterien dar. Ein Beispiel dafur ist das cyclische Thiolacton (1), das die Virulenz in

Saphyl ococcus aureus ausl 6st.

H—Tyr—le—Asn—N Sphe



Eine weitere Strukturklasse sind die Diketopiperazine, die aus zwei Aminosauren aufgebaut
sind und sowohl in grampositiven, als auch in gramnegativen Bakterien zu finden sind.
Cyclo(L-Pro-L-Tyr) (2) wird von Pseudomonas aeruginosa produziert und spielt eine Rolle
im von N-Acylhomoserinlactonen abhéngigen ,,quorum sensing“. Ihre genaue physiologische

Bedeutung ist jedoch weiterhin ungeklart.?

Die am besten untersuchte Strukturklasse stellen die N-Acylhomoserinlactone (AHLS) dar.
Diese Klasse scheint auf gramnegative Bakterien beschrénkt zu sein, obwohl strukturell
verwandte g-Butyrolactone in grampositiven Bakterien, wie z. B. in Streptomyces gefunden
wurden. Als estes AHL wurde N-(3-Oxohexanoyl)-L-homoserinlacton (3) im

Zusammenhang mit der Biolumineszenz von Vibrio fischeri entdeckt.®
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Bei V. fischeri handelt es sich um ein marines Bakterium, das entweder freilebend oder in
Symbiose mit lumineszierenden Fischen und Tintenfischen vorkommt. Dabei bevolkert das
Bakterium spezielle Organe in den Organismen, in denen es dann die Biolumineszenz
erzeugt. Im Gegensatz dazu ist in der frellebenden Form keine Lumineszenz zu beobachten.
Dies macht fur das Bakterium - evolutionéar gesehen - Sinn, da die Erzeugung von
Lumineszenz ein energieintensiver Prozess ist, der somit einer Regulierung bedarf.*

Alle AHLs bestehen aus einem Homoserinlacton, das am Stickstoff mit Metaboliten des

Fettsdurestoffwechsels acyliert wurde (4). Dabei wird im Allgemeinen von ener



L-Konfiguration des Homoserinlactons ausgegangen, da diese die natlrliche ist und bis jetzt
bei allen Untersuchungen bestétigt werden konnnte.®

Die Seitenkette kann von verschiedener Lange sein und diverse Funktionalitdten aufweisen.
Neben einer Funktionalisierung der 3-Position der Seitenkette mit einer Carbonyl- (5) oder
Hydroxy-Gruppe (6), kénnen auch ungeséttigte Derivate, insbesondere mit Z-Konfiguration,
auftreten(7). Die Lange der Seitenkette variiert dabei meist zwischen vier und vierzehn
Kohlenstoffatomen, wobei nur Derivate mit einer geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen
gefunden werden. Erst kirzlich wurden Derivate mit mehr als vierzehn Kohlenstoffatomen
identifiziert. In einem Extrakt von Snorhizobium meliloti konnten die bisher unbekannten
Verbindungen N-(3-oxotetradecanoyl)-homoserinlacton, N-(3-Oxohexadecanoyl)-
homoserinlacton, N-(Hexadecanoyl)-homoserinlacton und N-(3-Octadecanoyl)-

homoserinlacton dieser Naturstoffklasse massenspektrometrisch nachgewiesen werden.®
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Alternativ zur IUPAC-Nomenklatur dieser Verbindungsklasse, in der die Amidbindung als
elementare Funktion beschrieben wird, haben sich verschiedene Systeme in der Literatur
durchgesetzt, von denen nur das in dieser Diplomarbeit verwendete vorgestellt werden soll.
Basierend auf der Struktur der Seitenkette werden dabel Abkirzungen verwendet. Die
Anzahl der Kohlenstoffatome der Seitenkette wird mit der Abkurzung fir Homoserinlacton
(HSL) kombiniert, wie z. B. C4-HSL fur N-(Butyryl)-homoserinlacton. Treten zusétzliche
Funktionalitéten auf, wird die Position der funktionellen Gruppe, sowie eine Bezeichnung fir
die funktionelle Gruppe der Abkirzung vorangestellt. Damit ergibt sich z. B. 3-OH-C12-HSL



far N-(3-Hydroxydodecanoyl)-homoserinlacton oder 3-O-C6-HSL fir N-(3-Oxohexanoyl)-
homoserinlacton als Kurzbezeichnung. Bel ener ungesdttigten Seitenkette wird in der
Literatur fUr gewohnlich ein anderes System zur Beschreibung verwendet.

Als Bezeichnung fur die gesamte Strukturklasse wird N-Acylhomoserinlactone (AHL)
verwendet. Fur bestimmte Vertreter der Strukturklasse wird die Bezeichnung fir die
Seitenkette in Klammern gesetzt, wie z. B. N-(Acyl)-homoserinlacton for AHLs mit

underivatisierter Seitenkette.

10



3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden zwel zusammenhéngende Themen bearbeitet.

Es sollte eine stereoselektive Synthese beider Diastereomere von N-(3-Hydroxydecanoy!)-L-
homoserinlacton durchgefihrt werden. Dieser Naturstoff wurde in einem Extrakt eines
Stamms der Art Roseobacter vermutet. Biotests mit beiden Diastereomeren sollten zur
Bestatigung der vorgeschlagenen Struktur, sowie zur Ermittlung der absoluten Konfiguration
fuhren.

Welil die analytischen Mdglichkeiten fir diese Naturstoffklasse bisher aufgrund ihrer
physikalisch-chemischen Eigenschaften begrenzt sind, sollte ein neues Anayseverfahren fir
AHLSs entwickelt werden.. Mit Hilfe der Gaschromatographie kénnen diese Naturstoffe nicht
mit ausreichender Empfindlichkeit nachgewiesen werden, da wegen des Vorhandenseins der
Amidbindung Substanzverluste im Injektor und in der Saule auftreten konnen. Weiterhin
zeigen AHLSs eine starke Peakverbreiterung sowie uncharakteristische Fragmentierungsmuster
in der GC-MS-Analyse, was zu Problemen mit der Interferenz anderer Bestandteile von
Naturstoffproben, und damit zu Schwierigkeiten beziglich der Strukturaufklérung fihren
kann. Bei der Kopplung HPLC mit massenspektrometrischer Detektion sind die Probleme
ahnlich. Man kann zwar davon ausgehen, dass in der HPLC kein Substanzverlust auftritt,
doch findet man auch hier eine starke Peakverbreiterung, die auf en dynamisches
Gleichgewicht zwischen geschlossenem Lactonring und der durch Lactonolyse mit dem
eingesetzten Wasser entstandenen Sadure zurlckzufuhren ist. Welterhin liefert die
kollisonsinduzierte Fragmentierung keine Fragmentierungsmuster, die eine direkte
Strukturaufklérung ermoglichen.

Zur Umgehung dieser Probleme sollten neue Mikroderivatisierungsreagenzien entwickelt
werden, de zu Derivaten mit verbesserten  chromatographischen  und

massenspektrometrischen Eigenschaften fihren.
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4 Theoretische Betrachtungen zur Massenspektrometrie

4.1 Aufbau eines Massenspektrometers

Ein Massenspektrometer besteht im wesentlichen aus den Einheiten Probeneinlasssystem,
lonenquelle, Massenanalysator und Detektor. Abschlief3end steht ein System zur Verarbeitung
der erhaltenen Daten.

lonen
lonenquelle # Analysator # Detektor

Vs 10— 102 mbe
10 - 10* Pa

EinlaR | | & | Computer

Proben-Einlalk Daten-Aufbereitung
Gasphasa - Verdampfung

Abbildung 4-1: Schematischer Aufbau eines M assenspektrometers

Als Probeneinlasssysteme findet zum einen der Direkteinlass mit Hilfe einer Schubstange fur
feste oder einer Mikroliterspritze fur flissige Proben Verwendung. Zum anderen ergibt sich
aus der Kopplung Chromatographie-Massenspektrometrie ein sehr  selektives
Anayseverfahren. Dabei tragt das chromatographische Verhalten gemeinsam mit den
erhaltenen Massenspektren zur Identifizierung einer Substanz bei. Mit Hilfe der Kopplung
kaon man das Massenspektrometer als Chromatographiedetektor oder aber die
Chromatographie a's Einlasssystem des Massenspektrometers betrachten.

Fur einen Gaschromatographen als Einlasssystem ist die Kopplung mit einer EI- sowie mit
einer Cl-lonenquelle, fir eine HPLC as Einlasssystem ist die Kopplung mit ener
ESI-lonenquelle gebréuchlich. Als Massenanalysatoren kénnenbei alen lonenquellen sowohl
Sektorfeld- als auch Quadrupolgeréte verwendet werden.
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4.2 lonenquellen

4.2.1 Elektronensto3-lonisierung (El)

Die Elektronenstof3-lonisierung ist in zweifacher Hinsicht eine harte lonisierungsmethode.
Zum einen miissen die Probenmolekille gasférmig vorliegen, wobei sich beim Ubergang in
die gasformige Phase thermisch instabile Molekile zersetzen kdnnen. Zum anderen werden
die Molekile durch Beschuss mit energiereichen 70-eV-Elektronen ionisiert.

Bel der Elektronenstol3-lonisierung ist die Energie der Elektronen so grof3, dass nur mit
geringer Wahrscheinlichkeit eine Anlagerung von Elektronen, und damit die Bildung negativ
geladener lonen, stattfindet. Vielmehr reicht die Energie aus, um aus den Molekilen ein
Elektron herauszuschlagen, so dass ein Radikalkation des Molekdils verbleibt.

M+e —> MY +2¢

Durch den sehr niedrigen Druck von 10° Torr in der lonenquelle kénnen die entstandenen
lonen keine Energie mehr Uber thermische Stofe abgeben. Dadurch findet eine schnelle
Umwandlung der elektronischen Energie in Schwingungsenergie statt, und das Molekilion
zerfdllt, wobei im Massenspektrum fur jede Substanz en charakteristisches
Fragmentierungsmuster entsteht. Bei dem Zerfall kann durch Abspaltung eines neutralen
Radikals ein Kation mit gerader Elektronenzahl (EE: even electron) oder durch Abspaltung
eines neutralen Molekils ein weiteres Radikalkation mit ungerader Elektronenzahl (OE: odd

electron) entstehen.

EE"+R
v
/

™~

+e

M

OE +N

Fir diese Primarzerfélle eines Radikalkations sind die Fragmentierungsreaktionen gut
charakterisert und die Fragmente des Massenspektrums lassen Rulckschlisse auf
Strukturelemente des Probenmolekils zu. Fur Produkte dieser Primérzerfalle mit ungerader

Elektronenzahl sind weiterhin Zerfallsmechanismen fir die Sekundéarfragmentierung bekannt.
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4.2.2 Negativ-lonen Chemische lonisierung (NICI)

Die chemische lonisierung ist eine sanftere lonisierungsmethode as die Elektronenstol3-
lonisierung. Dennoch verbleibt die Notwendigkeit die Probenmolekiile in die gasférmige
Phase zu Uberfihren, wobei sich labile Molekile zersetzen kénnen.

Die chemische lonisierung ist sanfter, well in die lonenquelle ein Reaktantgas eingeleitet
wird. Durch dieses Gas ist der Druck in der lonenquelle mit 0.2-2 Torr héher als bel
Elektronenstol3-lonisierung. Daher bilden sich aus den mit 150 eV eingestrahlten Elektronen
durch StélRe mit dem Reaktantgas Elektronen thermischer Energie mit wenigen eV. Diese
kénnen sich an Probenmolekile anlagern und unter Bildung eines Radikalanions ionisieren

(resonance capture ionization).

AB+e¢ —— AB” associative resonance capture
Weiterhin kann der lonisierung ein sehr schnell ablaufender dissoziativer Prozess folgen. Fur
den dissoziativen Prozess sind zwar lonen geringfligig hdherer Energie notwendig, dennoch

verlauft dieser Prozess parallel zu dem assoziativen Elektroneneinfang.

AB+e —> A +B dissociative resonance capture
Bei noch héheren Energien der Elektronen (ab etwa 15 eV) findet en dritter, unerwiinschter
Prozess statt, bei dem das Probenmolekdl in ein lonenpaar zerféllt.

AB+e — A"+B +€ jonpair production

Der assoziative Anlagerungsprozess ist besonders effektiv fir Gruppierungen mit hoher
Elektronegativitét. Daher werden z.B. Perfluor-Derivate bevorzugt eingesetzt. Bel
Bevorzugung des dissoziativen Prozesses wird bei Perfluor-Derivaten héufig die Abspaltung
des Derivatisierungsreagenz beobachtet und man erhdt im Spektrum das Molekilanion des
underivatisierten Molekdls.
Durch den sanften lonisierungsprozess und die Mdaglichkeit der Probenmolekile
Uberschiissige Energie durch StofRe mit dem Reaktantgas abzugeben sind normalerweise im
NICI-Spektrum eine wesentlich geringere Anzahl an Fragmenten als in vergleichbaren
El-Spektren zu sehen.
Die Kombination von Perfluor-Derivaten mit NICI ist gut fur die Analyse komplexer
Gemische geeignet, da die Derivatiserung nur Molekile mit den zu derivatisierenden

funktionellen Gruppen erfasst und anschlief3end nur die derivatisierten Komponenten effektiv
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ionisiert werden konnen. Zusétzlich wird durch die geringe Anzahl von Fragmenten die
Moglichkeit der Interferenz von MS-Signalen minimiert.

Bel der Suche nach einem Molekiil, dessen Masse bekannt ist, kann durch einen SIM(selected
ion monitoring)-Scan eine weitere Steigerung der Selektivitét und Empfindlichkeit erreicht
werden.

Ein Nachteill gegentber der Elektronenstof3-lonisierung besteht in dem Verlust von
Strukturinformationen in den erhaltenen Spektren. Daher werden héufig zusétzliche tandem-
massenspektrometrische Studien eingesetzt.

4.2.3 Elektrospray-lonisierung (ESI)

Die Elektrospray-lonisierung ist die sanfteste der vorgestellten lonisierungsarten, weil die
Probenmolekiile direkt durch Verspriihen einer fllissigen Phase in einem starken elektrischen
Feld ionisiert werden.

Dabei tritt die zu analysierende L6sung aus einer Kapillare aus, die gleichzeitig as Elektrode
dient. Wenige Millimeter davon entfernt befindet sich eine Gegenelektrode. Durch Anlegen
eines starken positiven oder negativen elektrischen Feldes von typischerweise 3-6 kV werden
die aus der Kapillare austretenden Flussigkeitstropfchen fein vernebelt, da sie sich durch die
Induzierung ener Ladung friher von der Kapillare 16sen, as es durch ihre
Oberflachenspannung gegeben ware. Durch Erhitzen oder durch Anlegen eines koaxial
gefihrten Gasstroms werden die Losungsmittelmolekile aus den Flussigkeitstropfen
verdampft. Damit steht der Ladung der Flussigkeitstropfen immer weniger Raum zur
Verfigung. Sobald die Coulomb-Abstoungskréfte die Kohasionskrafte der verbleibenden
L 6sungsmittelmoleklle Ubersteigen wird der Tropfen auseinanderfallen. Durch eine standige
Wiederholung dieses Prozesses auf dem Weg zur Gegenelektrode entstehen schliefdlich
unsolvatisierte, geladene Probenmolekile.

Im Zentrum der Gegenelektrode befindet sich eine Offnung zum Massenanalysator. Hierbei
ist die Kopplung von lonenquelle und Massenanalysator mit besonderen Schwierigkeiten
verbunden. Wahrend bei der Kopplung von chemischer lonisierung mit dem
Massenanalysator eine Druckdifferenz von 5 GrofReneinheiten aufrechterhalten werden muss,
herrscht bel der Elektrospray-lonisierung Atmosphéarendruck in der lonenquelle. Damit muss
sténdig eine Druckdifferenz von 8 Grofieneinheiten aufrechterhalten werden.

Bei der Analyse mit ESI-MS wird in der Regel keine Fragmentierung beobachtet. Neben den

charakteristischen einfach protonierten Molekilionen werden héufig mehrfach protonierte
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Spezies oder Alkalimetalladdukte (insbesondere Natrium) beobachtet. Hinzu kommt,
abhangig von den Eigenschaften des L osungsmittels sowie der Analytmolekile, das Auftreten
von Clusterionen. Auch hier kénnen wie bel der chemischen lonisation zusétzliche MSMS-

Studien Strukturinformationen liefern.

4.3 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS-Techniken)

Tandem-Massenspektrometrie ist eine Technik, in der mindestens zwei Massenanalysatoren
hintereinander eingesetzt werden. Zwischen den beiden Analysen kann eine chemische
Reaktion oder eine Dissoziation stattfinden.

4.3.1 Produktionen-Analyse

In der Produktionen-Analyse wird mit Hilfe eines ersten Massenanalysators ein Vorlauferion
einer bestimmten Masse separiert, das dann entweder spontan oder kollisionsinduziert weitere
Fragmentierungsreaktionen eingeht. Ein zweiter Massenanalysator dient darauffolgend zur
Bestimmung der aus dem Vorlauferion erhaltenen Fragmente, in dem er im Scanmodus einen

bestimmten Bereich Uberstreicht

e StoBkammer QRSN

Abbildung 4-2: Produktionen-Analysein der M S/M S-Kopplung

4.3.2 Vorlauferionen-Analyse

Werden die beiden Massenanalysatoren umgekehrt betrieben, kann man eine Produktionen-
Analyse durchfihren. Wahrend der erste Massenanalysator einen vorgewahlten
Massenbereich Uberstreicht, werden nachfolgend alle lonen in die StolRkammer transferiert.
Der zweite Massenanalysator ist fest auf eine bestimmte Masse eingestellt, deren Vorlaufer

bestimmt werden sollen. Er detektiert somit nur dann, wenn lonen vom ersten
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Massenanalysator in die Stoflkammer transferiert wurden, aus denen sich das Produktion
bildet.

e—al Stolkammer RSN

Abbildung 4-3: Vorlauferionen-Analyse in der MS/M S-K opplung

Experimente wie die Vorlauferionen- und die Produktionen-Anayse, werden allgemein auch
as MS-MS-Experimente bezeichnet. Bei diesem experimentellen Aufbau kénnen letztendlich
auch weitere Massenanalysatoren hinzugeschaltet werden. Bel drel Massenanalysatoren
ergeben sich dann MS-MS-MS-Experimente oder kurz M S3-Experimente.

Sol che tandem-massenspektrometrischen Methoden kénnen in vielerlel Hinsicht Verwendung
finden. In der Analyse komplexer Gemische ergibt sich, trotz des Verlustes an Signalintensitét
mit jeder weiteren Kopplung, ein Vorteil durch die Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhatnisses, wenn mit einer weichen lonisierungsmethode, wie z. B. ESI, ionisiert wird und
anschlieffend Molekile nach ihrem Molekulargewicht selektiert werden konnen. Weiterhin
kénnen Zerfallsmechanismen, sowie lonen-Molekillreaktionen in der Gasphase studiert
werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Synthese von N-Acylhomoserinlactonen

Fur die Darstellung von AHLSs sind je nach der erwinschten Funktionalitét der Seitenkette
verschiedene Methoden etabliert.

Fur die Synthese von N-(Acyl)-homoserinlactonen 4 verwendet man die kommerziell
erhdltlichen Carbonsaurechloride mit der gewtinschten Lange der Seitenkette. Diese kénnen
mit kommerziell erhdtlichem L-Homoserinlacton in Gegenwart von Triethylamin umgesetzt
werden. Alternativ koénnen die entsprechenden Carbonsauren mit
(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) aktiviert und mit Homoserinlacton in einem

Wasser/1,4-Dioxan 1:1-Gemisch umgesetzt werden.

(]
o RCOOH/ Et—N=C=N(CH,)JNMe, * HCI 4
HoN oder ROCI/NEL, °
R N
H
(0]
(0]

N-(3-Oxoacyl)-homoserinlactone kénnen durch die Umsetzung einer 3-Oxosdure mit

Homoserinlacton auf die gleiche Art und Weise hergestellt werden. Aufgrund der thermischen
Labilitét der 3-Oxosauren werden diese aber erst nach Schiitzen der Ketogruppe als Ketal aus
dem entsprechenden Ester hergestellt> Der Einsatz einer Schutzgruppe kann jedoch unter
Verwendung von 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) und Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
umgangen werden, was den synthetischen Aufwand reduziert.®

Ublicherweise wurden die 3-Oxosiaureester fir die Synthese von N-(3-Oxoacyl)-
homoserinlactonen durch aldolartige Reaktionen mit Malonsaurederivaten und anschlief3ender
Decarboxylierung dargestellt. Weiterhin ist die Kondensation von 2-Ketonen mit
Ethylchloroformat beschrieben

Fur die Synthese von N-(3-Hydroxyacyl)-homoserinlactonen wurden zwei unterschiedliche
Strategien verwendet. Zum einen kann ene 3-Hydroxysaure mit Homoserinlacton in
Gegenwart von EDC in Wasser umgesetzt werden’, zum anderen kann ein N-(3-Oxoacyl)-
homoserinlacton mit  Natriumcyanoborhydrid zum  Diasteromerengemisch  beider

N-(3-Hydroxyacyl)-homoserinlactone reduziert werden.®® Wenn die entsprechenden
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3-Hydroxycarbonsauren kommerziell nicht erhdtlich waren, wurden sie mit Hilfe der
Reformatsky-Reaktion dargestel|t.°

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wird die erste stereoselektive Synthese von
3-Hydroxydecansaure(2-oxo-tetrahydrofuran-3-yl)amid (8) (3-OH-C10-HSL) beschrieben.

Das Zielmolekils besitzt zwei Stereozentren im Molekdl. Diese sind zum einen am
a-Kohlenstoffatom des Lactonrings und zum anderen am b-Kohlenstoffatom der Seitenkette
lokalisiert. Da Homoserinlacton in beiden enantiomeren Formen kommerziell erhdltlich ist,
wird bel der Retrosynthese als erstes die Amidbindung gespalten.

OH (0]
/\/\/\/UL (0]
* *
N
H
(o]
OH o
(o}
, . . 9
HoN
OH
o

Die b-Hydroxycarbonsdure 9 kann stereoselektiv. aus dem  entsprechenden

b-Ketosaureester 10 via Reduktion und anschlief3ender Verseifung dargestellt werden.

Fur die Darstellung von b-Ketosdureestern sind viele Verfahren bekannt, die unter anderem
von einer um zwei Kohlenstoffatome verkirzten Carbonylverbindung, z. B. dem Aldehyd,

alj%d’]m.
/M/L /\/M
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5.2 Synthese von N-(3-Hydroxydecanoyl)-homoserinlacton

Ausgehend vom Octanal wurde eine Kupplungsreaktion mit Diazoessigsdureethylester
durchgefiihrt. Dabel wird 3-Oxodecansaureethylester (11) durch Reaktion von Octana mit
Diazoessigsaureethylester in Gegenwart substdchiometrischer Mengen an Zinn(l1)-chlorid in

guter Ausbeute synthetisiert.*

O

N \)’k
O X OEt o} 0
H SnCl,, DCM, 1h OEt

3-Oxodecansaureethylester stellt ein gutes Substrat fir die enantioselektive Reduktion mit
Ruthenium-Biarylbisphosphin-K atalysatoren dar.*? Firr die Reduktion von b-K etosiureestern
hat sich ein 1,1'-Binaphtyl-2,2’ -diphenylphosphin(BINAP)-Ruthenium-Komplex (12), der
aus der kommerziell erhaltlichen polymeren Verbindung (RuChOctadien), mit BINAP und

Triethylamin hergestellt werden kann, als geeignet erwiesen.®

Ph
/ / OO L

W, WC BINAP
L “ “R u£ —_— PI'I:..R u.\\\\\CI - NEt 12
\ C Cl NEts N

Ph
Ph

Durch Einsatz beider Enantiomere von BINAP, konnen beide Enantiomere von
3-Hydroxydecansaureethylester dargestellt werden. Dabel entsteht unter Verwendung von
(R-BINAP das R-Enantiomer des 3-Hydroxydecansdureesters (13), bel Verwendung von
(S-BINAP der (S)-3-Hydroxydecansdureester (14).

Da die Reaktion unter Zusatz katalytischer Mengen an Salzsdure in Methanol durchgefthrt
wurde, fand parallel zur Reduktion eine Umesterung vom Ethyl- zum Methylester statt.
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Die Ausbeute konnte durch Variation der Reaktionsbedingungen auf 87 % gesteigert werden.
Die Bestimmung des Enantiomerentiberschufld wurde mit Hilfe von Gaschromatographie an
chiraler stationarer Phase durchgefihrt (siehe Abbildung 5-1).

Fur diesen Zweck wurde eine Reduktion von 11 mit Natriumborhydrid, die ein racemisches
Gemisch des 3-Hydroxydecansdureethylesters ergibt, und anschlief3end eine Umesterung
unter Surekatalyse in Methanol, durchgefuhrt.

(0] (0] OH O

/\/\/\)k)k B e M
o/\ 2) MeOH, H* O/

Durch Variation des Temperaturprogramms wahrend der Gaschromatographie konnte eine
nahezu vollstandige Grundlinien-Trennung der Enantiomere realisiert werden.

Fur die Zuordnung der GC-Peaks zu den entsprechenden Enantiomeren wurde eine
Koinjektion des racemischen Gemischs und des (R)-3-Hydroxydecansauremethylesters
vorgenommen. Dazu fand en 1:1-Mischung von racemischem Gemisch und
(R)-3-Hydroxydecansduremethylester Verwendung. Die Zuordnung der absoluten
Konfiguration wurde nicht separat durchgefihrt, sondern beruht auf der empirischen
Beobachtung, dass aus der Verwendung von (S-BINAP as chirdlem Ligand der
(9-3-Hydroxysaureester resultiert und umgekehrt.

Aus dem Chromatogramm des (R)-3-Hydroxydecansauremethylesters konnte durch
Integration der Flachen unter den GC-Peaks ein Enantiomerentberschul® von 97 % fir
(R-3-Hydroxydecansduremethylester und von >95 % fir (S-3-Hydroxydecansdure-
methylester bestimmt werden (siehe Abbildung 5-1).
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Abbildung 5-1: GC an chiraler Phase, fused-silica-Kapillare (15m, 025 mm i. D.) mit

Heptakis(6-O-TBDM S-2,3-di-O-acetyl)-b-cyclodextrin belegt, 5 Min. bei 60 °C, 2 °C/min auf 120 °C,
dann isotherm

Da Ester in den meisten Féllen ungentgend reaktive Substrate zur Darstellung von
Carbonsaureamiden sind*4, musste der Ester in ein geeigneteres Derivat iberfilhrt werden. Im
allgemeinen zdhlen Saurechloride zu den reaktivsten Carbonsaurederivaten. Hiervon wurde
jedoch aufgrund der Hydroxyfunktion Abstand genommen, da dies zu einer Reaktion der
Carbonsaurechloride mit sich selbst gefuhrt hétte. Mit Hilfe der Schutzgruppentechnik hétte
man dieses Problem zwar umgehen kénnen, aber dadurch wéaren zwel zusétzliche Reaktionen,
Anbringung und Entfernung einer Schutzgruppe, nétig gewesen.

Im Gegensatz dazu hat die Peptidchemie eine grol3e Bandbreite an Reaktionen
hervorgebracht, die eine Carbonsdure mit einer Aminfunktion zu einem Amid verknupft, und
dabel weitere Funktionalitdten, wie die im Serin vorkommende Hydroxy-Gruppe toleriert.

Aus diesem Grund wurde der Carbonsdureester verseift. Hierzu wurde der Carbonséureester
in Methanol gel6st und mit einem Uberschuss an 2 N Natronlauge versetzt. Nach Beendigung
der Reaktion wurde das Lésungsmittel abdestilliert und nicht-ionische Bestandteile durch
Waschen mit Dichlormethan entfernt. Die Erklérung fur die zwischen 45 % und 100 %
schwankenden Ausbeuten ist bei diesem Aufarbeitungsprozess zu suchen. Es wurde
beobachtet, dass einerseits die Entfernung der nicht-ionischen Bestandteile unvollsténdig war
und eine abschlieffende Saulenchromatographie erforderten, andererseits erhebliche Mengen

des Carbonsauresal zes durch den Filter ins Dichlormethan gelangten.
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Bel den zum Amid fihrenden Reaktionen handelt es sich meist um eine in-situ-Aktivierung
der Carbonséure mit N,N’-Carbonyldiimidazol™® oder DCC®®. Eine unter besonders geringer
Racemisierung verlaufende Reaktion, kann durch Verwendung von DCC mit Zusatz von
HOBT durchgefihrt werden.’ Diese Methode wurde bereits zur Darstellung von
N-(3-Oxoacyl)-homoserinlactonen, sowie von N-(3-Hydroxybutyryl)-homoserinlacton,
verwendet.

Mit Hilfe dieser Reaktion gelang die Darstellung von (S)-3-OH-C10-HSL mit 51 % Ausbeute.
Aus den eigenen Beobachtungen kann jedoch darauf geschlossen werden, dass die Reaktion
in Bezug auf die erzielbare Ausbeute sehr empfindlich gegenlber Verunreinigungen aus der
Verseifung des Carbonsdureesters ist. Die eingesetzte R)-3-Hydroxydecansdure war dem
NMR-Spektrum nach zu urteilen, zwar sauber, zeigte jedoch eine gelbe Farbung. Die
Ausbeute bel der Darstellung von (R)-3-OH-C10-HSL betrug nur 10 %. Im
ESI-Massenspektrum waren ferner Reste von Dicyclohexylharnstoff zu sehen. Dies legt die
Vermutung nahe, dass sowohl bei der Verseifung, als auch bel der Knipfung der
Amidbindung Wert auf eine sorgféltige Extraktion gelegt werden sollte.

OH o]
+ o]
- HBr
OH HzN
o]

OH (0]

DCC, HOBT inTHF W o g
N

N-Ethylmorphoalin N

Die Gesamtausbeute betrug unter der Annahme, dass die besten erzielten Ausbeuten
reproduziert werden koénnen, bezogen auf Octanal 39 %. Ein entscheidender Fortschritt
bestent in der Stereoselektivitét der durchgefihrten Reaktionen. Die bisher bekannten
Darstellungen  von  N-(3-Hydroxyacyl)-homoserinlactonen  ergaben  immer  en
Diastereomerengemisch, entsprechend den eingesetzten Enantiomeren der
3-Hydroxycarbonsdure. Im Falle des N-(3-Hydroxy-hexanoyl)-homoserinlactons gelang zwar
eine Trennung der Diastereomeren mit Hilfe von préparativer HPLC, dennoch konnte keine

Bestimmung der absoluten Konfiguration beider Diastereomere erzielt werderf.
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5.3 Analyse von N-Acylhomoserinlactonen

5.3.1 HPLC-Analyse

Die Schwierigkeiten bel der gaschromatographischen Analyse von AHLS, insbesondere
Substanzverluste im Injektor oder Peakverbreiterungen in der GC, legten eine Analyse per
HPLC nahe, da sich dadurch derartige Substanzverluste vermeiden lassen.
Unglucklicherweise lassen sich AHLs nur sehr schlecht UV -spektroskopisch nachweisen, da
die Extinktionskoeffizienten fur eine Carbonylgruppe und besonders fir eine Estergruppe sehr
klein sind. Daher musste mit sehr grof3en Substanzmengen gearbeitet werden, um eine
zuverldssige Detektion zu gewdhrleisten. Es wurden einige kommerziell erhdtliche AHLs mit
verschiedenen Langen (C4-C14) und funktionellen Gruppen der Seitenkette (ohne, 3-OH, und
3-0O) ausgewdhlt. Stammldsungen in Acetonitril angesetzt, und diese zu einer Mischung
vereint (sehe Tabelle 1).
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Tabelle1: AHL-Standard fur die HPLC-Analyse

Mischungsverhéltnis

AHL Konzentration
(vol.)
3-O-C6-HSL  (3) 5.1 mg/ml 2
3-OH-C10-HSL (8) 4.6 mg/ml 3
Cl2-HSL (150 5.0 mg/mi 4
Cl14-HSL (16) 5.3 mg/mi 4
C4-HSL (17) 4.0 mg/ml 4
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Abbildung 5-2: HPLC-Chromatogramm von einem AHL-Standard (siehe Tabelle 1), 125x2 RP18 end-
capped, 100 ul Injektionsvolumen, Flussrate: 0.25 ml/min, Laufmittel: H,O mit 0.1% Ameisensaure und
Acetonitril, Gradient: 5 min 5% Acetonitril ag, 5-15 min linear auf 100 % Acetonitril, 15-20 min 100 %
Acetonitril, 20-25 min linear auf 5% Acetonitril aq, 25-30 min 5% Acetonitril aq.

Die besten Trennbedingungen ergaben sich unter den in Abbildung 5-2 angegebenen
Bedingungen. Zusétzlich zu der schlechten Nachweisempfindlichkeit sind die Peaks fir die
AHLs mit kurzer Seitenkette stark verbreitert, was bel der Analyse von Naturstoffproben
zwangdlaufig zur Interferenz mit anderen in der Probe enthaltenen Substanzen fuhren wirde.
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5.3.2 ESI-MS, Tandem-MS und LC/MS-Analyse

Die schlechte Empfindlichkeit der UV-Detektion von AHLs in der HPLC kann durch eine
LC/MS-Kopplung umgangen  werden, die  bereits  zur Detektion ~ von
N-(Acyl)-homoserinlactonen und N-(3-Oxoacyl)-homoserinlactonen Verwendung fand®.
Diese Methode sollte reproduziert werden und nach Mdoglichkeit um die Klasse der
N-(3-Hydroxyacyl)-homoserinlactone erweitert werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass
diese Methode mit Problemen behaftet und insbesondere fir eine quantitative Analyse nicht
geeignet ist.

Fur die Entwicklung einer LC/MS-Methode, wurden zundchst ohne Kopplung
ESI-Massenspektren von C4-HSL und 3-OH-C10-HSL aufgenommen (siehe Abbildung 8-1
und Abbildung 8-2). In diesen Spektren sind zum einen Peaks zu beobachten, die eine um
23 Da hohere Masse als die AHLSs haben, was auf Natriumaddukte der AHLs hindeutet, und
deren Unterdriickung durch Optimierung der ESI-Parameter nur unvollstandig gelingt. Durch
Zugabe von Ammoniumacetat und Trifluoressigsaure zur Losung wird die Bildung von
[M+H]*-lonen gegeniiber [M+Na]*-lonen leicht bevorzugt’®. Des weiteren sind bei der
Verwendung von Methanol als Ldsungsmittel Peaks zu beobachten, die eine um 32 Da hohere
Masse als die einfach protonierten AHLs haben. Da es bekannt ist, dass AHLs in wassrigem
Medium  einer  Lactonolyse  unterliegen’®,  wurden  diese  Peaks  als
g-Hydroxymethylesterderivate (18) gedeutet, die aus der Offnung des Lactonrings durch

Methanol resultieren. Weiterhin sind die Natriumaddukte von 18 zu beobachten.

AL L/§

Bel der Verwendung von Acetonitril (ACN) as Losungsmittel erscheint immer ein neuer
Peak bei 144 Da, der charakteristisch fur Losungsmitteladdukte ist.

Da die Unterdriickung der Natriumaddukte schwierig zu sein scheint, wurden diese neben den
[M+H]*-lonen der AHLs as analytische Zielmolekille in Betracht gezogen. Wahrend die
letzteren jedoch in der kollisons-induzierten Dissoziation (CID) charakteristische
Fragmentionen liefern (siehe Abbildung 8-3), konnen die Natriumaddukte nicht zur
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Fragmentierung angeregt werden und scheiden somit als potentielle analytische Zielmolekile
aus. Mogliche Strukturen fur die neben den [M+H-18]"-lonen beobachteten Fragmentionen
der [M+H]"-lonen der AHLs sind in Abbildung 5-3 gezeigt.
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Abbildung 5-3: M dgliche Fragmentionen fiir die CID von [M+H]*-lonen der AHLs

Leider wurden in der CID fur die kurzkettigen AHLs (C4-HSL und 3-O-C6-HSL) sowie fir
das 3-OH-C10-HSL neben den [M+H]*- und den [M+H-18]*-lonen keine weiteren Fragmente
detektiert, die Informationen Uber die Struktur der Seitenkette liefern konnten. Fir die
langkettigen AHLs (C12-HSL und C14-HSL) konnten je ein weiteres charakteristisches
Fragment detektiert werden.

Daher ist ein anderer Ansatz die Verwendung der g-Hydroxymethylester als analytische
Zielmolekile. Aus diesem Grund wurde eine Mischung von AHLs in 50 % ACN in Wasser
Uber Nacht bel 50 °C in der 80fachen Menge Methanol stehengelassen. Anschlief3end wurde
ein ESI-Massenspektrum unter Zusatz von 1.5% Ammoniumacetat aufgenommen (siehe
Abbildung 8-4).

Es bestand die Hoffnung, dass die g-Hydroxymethylester einen geringeren Anteil an
Natriumaddukten bilden oder aber die g-Hydroxymethylester oder deren Natriumaddukte in
der Tandem-Massenspektrometrie Fragmente bilden, die besser zur Ableitung von
Strukturvorschlégen geeignet sind. Aus diesem Grund wurden MS*Experimente mit den
g-Hydroxymethylestern durchgefihrt (siehe Abbildung 8-5). Die g-Hydroxymethylester
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zeigen alle dieselben Fragmentierungsmuster. Neben einer charakteristischen Abspaltung von
18 Da tritt ein Fragment auf, dessen Masse dem entsprechenden [M+H]"-lon des
urspringlichen AHLSs entspricht und aus der Abspaltung von Methanol hervorgegangen sein
kénnte. Durch MS*-Experimente konnte die Vermutung bestétigt werden, dass es sich bei
diesen lonen um die entsprechenden [M+H]*-lonen der AHLs handelt, da sie dieselben
Fragmente zeigen (sehe Abbildung 8-6).

Aufgrund dieser Ergebnisse scheiden die g-Hydroxymethylester als analytische Zielmolekile
aus, da sie aul¥er den unspezifischen Abspaltungen von Wasser und Methanol keine
charakteristischen lonen aufweisen. Weiterhin ist es fraglich, ob Methanol als Elutionsmittel
oder als Losungsmittel in der LC/MS-Analyse verwendet werden kann. Dies ist abhéngig von
der Geschwindigkeit, mit der die Lactonolyse voranschreitet und der Dauer einer
gewohnlichen HPLC-Analyse. Wenn wahrend der Analyse bereits ein betréchtlicher Antell
von g-Hydroxymethylestern vorliegt, muss auf ein anderes Elutionsmittel zuriickgegriffen
werden.

Hierfir scheint Acetonitril as aprotisches Losungsmittel zwar geeigneter zu sein, aber
aufgrund der bereits beschriebenen Probleme in der HPLC und ESI-Massenspektrometrie
durfte eine LC/MS-Analyse mit Acetonitril auch nicht optimal sein.

Trotz dieser Ergebnisse wurde eine LC/MS-Analyse mit Acetonitril und mit Methanol
durchgefihrt.

Bel der Verwendung von Acetonitril als Losungs- und Elutionsmittel (siehe Abbildung 8-7)
sind wie bereits in der HPLC-Analyse fur die kurzkettigen AHLs breite Peaks und Tailing zu
beobachten. Weiterhin ist die Empfindlichkeit fir eine LC/MS-Analyse ungewdhnlich
schlecht. Eine mdgliche Ursache hierflr ist der im gesamten Chromatogramm sehr hohe
Background-Peak von 144 Da, der aus Acetonitril resultiert.

Bel der Verwendung von Methanol als Lésungs- und Elutionsmittel (siehe Abbildung 8-8)
treten Substanzverluste durch Bildung von g-Hydroxymethylestern auf. Weiterhin treten
teilweise Peak-Uberlappungen auf, die eine zuverlssige Analyse erschweren. Ungewohnlich
ist die Abnahme in der Differenz der Retentionszeiten fir die AHLs und ihre entsprechenden
g-Hydroxymethylester mit zunehmender Kettenlénge. Es ist wahrscheinlich, dass fur die
drastische Abnahme von 1.5 Minuten fir C4-HSL bis zur vollstandigen Uberlappung der
Peaks fiir C14-HSL die zunehmende Ahnlichkeit der beiden Formen verantwortlich ist.
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5.4 Derivatisierung von N-Acylhomoserinlactonen

5.4.1 Derivatisierung durch Lactonolyse

Bel der Entwicklung einer Trennmethode fur AHLs mittels HPLC wurde die Beobachtung
gemacht, dass sich beim Stehenlassen in Methanol der Lactonring der AHLs 6ffnet und ein
g-Hydroxymethylesterderivat 18 entsteht. Mit Hilfe einer Schutzgruppe an der entstehenden
Hydroxygruppe kénnte die Offnung des Lactonrings irreversibel gemacht werden, um die
dadurch in der LC/MS-Analyse entstehenden Schwierigkeiten zu vermeiden.

Diese Tatsache fuhrte zu der Idee, die AHLs zu derivatisieren, um sie effizienter trennen und
sensitiver nachweisen zu konnen. Die in der Reaktion entstehende freie Hydroxygruppe ist ein
idealer Angriffspunkt, um mit diversen verfligbaren Derivatisierungsreagenzien Reaktionen
eingehen zu konnen. Fur die Analyse von Fettsauren, sind viele Veresterungen,
Umesterungen und Verseifungen beschrieben, die im Mikromal3stab durchfihrbar sind.
Leider ist dies fiir Lactone nicht der Fall.?°

Da g-Hydroxymethylester 18 eine grole Tendenz haben sich zum Lacton zurtick zu bilden,
erschien die Gleichgewichtseinstellung zu Gunsten von 18 im Mikromal3stab sehr schwer zu
erreichen. Dennoch wurden einige Versuche unternommen das Homoserinlacton in den
g-Hydroxymethylester zu Uberfuhren. Als Studienobjekt wurde dafir C4-HSL ausgewahlt, da
es die kurzeste Seitenkette aller nattirlich vorkommenden AHLS besitzt und ansonsten keine
weiteren funktionellen Gruppen aufweist.

Die Umsetzung von Triglyceriden zu den Fettsduremethylestern gelingt quantitativ unter
basischer Katalyse.
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Um eventuelle Verluste des Produkts durch Wechselwirkungen der Hydroxy-Gruppe mit der
GC-Saule zu minimieren, wurde nach der Reaktion die Hydroxy-Gruppe mit N-Methyl-
N-trimethylsilyl-trifluoracetamid (MSTFA) derivatisiert (siehe 19). Weiterhin kann damit die
Rickreaktion zum Lacton verhindert werden.
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Trotz Variation der Reaktionsbedingungen in Temperatur, Reaktionsdauer, pH-Wert und
Aufarbeitung konnte bei der Analyse der Reaktionsprodukte kein
g-Hydroxymethylesterderivat nachgewiesen werden. Insbesondere Variationen in der
Aufarbeitung wurden durchgeftihrt, da davon auszugehen ist, dass eine Ruckbildung zum
Lacton wahrend dieses Schrittes geschehen muss. Daher wurde die Entfernung des
L6sungsmittels unter anderem auch bel 0 °C im Stickstoffstrom durchgefuhrt, weil eine
erhdhte Temperatur bei der Entfernung des Ldsungsmittels aufgrund entropischer Effekte die
Bildung des Lactons beginstigen wirde. Weiterhin wurde einerseits vor der Entfernung des
Losungsmittels sauer aufgearbeitet, andererseits auf die saure Aufarbeitung verzichtet und
nach Entfernung des Ldsungsmittels direkt mit MSTFA derivatisiert. Dennoch waren aufer
dem Edukt keine weiteren Substanzen nachweisbar.

Fir die saure Katayse ist die Umsetzung von 11.6 mmol g¢-Butyrolacton zum
g-Hydroxymethylester unter Einwirkung des sauren Katalysators Amberlyst-15 mit 96 %
Ausbeute beschrieben.?> Dieses Ergebnis war jedoch fir ene Derivatiserung im
Mikromal3stab nicht reproduzierbar. Der entstandene 4-Hydroxybuttersduremethylester wurde
laut 2 zur Reinigung destilliert, was der angenommenen Temperaturempfindlichkeit der
g-Hydroxymethylester widersprach. Daher wurde auf ene intensive Variation der

Reaktionsbedingungen in diesem Fall verzichtet.
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5.4.2 Reduktion der N-Acylhomoserinlactone mit Lithiumborhydrid

Eine  dternative  Methode  zur Freisetzung eines  Angriffspunktes  fir

Derivatisierungsreagenzien geht von der Reduktion des Lactons in AHLSs aus.
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Unter den vielen zur Verfiigung stehenden Reduktionsmitteln®® wurde Lithiumborhydrid als
geeignetes Reagenz ausgewahlt. Eine Studie Uber den Einfluss verschiedener Lésungsmittel
und Losungsmittelgemische auf die Reaktivitaét von Lithiumborhydrid erméglichte die
Auswahl von Reaktionsbedingungen, die den Lactonring reduzieren, aber nicht die
Amidbindung.?®> Auch die N-(3-Oxoacyl)-homoserinlactone 5 reagierten unter diesen
Bedingungen nur unter Ring6ffnung und Ketonreduktion, was anhand von 3-O-C6-HSL
gezeigt werden konnte. Als geeignete Kombination erwies sich eine Mischung von
Lithiumborhydrid und Methanol im molaren Verhdtnis 1:1 in Diethylether. Mit dieser
Mischung hatte ein zehnfacher Uberschuss an Reduktionsmittel, sowie eine verlangerte
Reaktionsdauer von bis zu drel Stunden keinen Einfluss auf die Reaktion. Bei den
entstandenen Diolen 22-24 bzw. Triolen 21 und 25 war abschlief3end eine Derivatisierung mit
MSTFA n6tig, um Verluste bei der GC-Anadyse zu vermeiden. Es konnten
massenspektrometrisch neben dem gewinschten Produkt keine weiteren Nebenprodukte

nachgewiesen werden.
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Mit der erfolgreichen Reduktion (El-Massenspektren der Verbindungen 21-25 siehe
Abbildung 8-9 bis Abbildung 8-14) der AHLs ist eine Freisetzung von Hydroxy-Gruppen fir
Derivatisierungsreagenzien gelungen. Mit Hilfe von Anthranoylnitril?* kénnen Derivate
hergestellt werden, die nach HPLC-Trennung fluoreszenzspektroskopisch mit hoher
Sendgitivitdt nachgewiesen werden konnen. Leider konnte nicht sichergestellt werden, dass
eine vollstandige Derivatisierung aler Hydroxygruppen gelingt. Fur
N-(Acyl)-homoserinlactone 4 ergeben sich damit zwei mono-derivatiserte und en
di-derivatisiertes Produkt. Damit wird die Auswertung der Chromatogramme erschwert und
eine Zuordnung der erhaltenen Peaks zu den verschiedenen Spezies war auch mit einer
vergleichenden LC/MS nicht mdglich. Da dieser Ansatz weniger Erfolg versprechend
erschien as eine massenspektrometrische Analyse, wurde auf das Testen weiterer
Derivatisierungsreagenzien, wie z. B. 2-Naphthoylimidazol®® verzichtet.

Ein weiterer Nachteil der Reduktion besteht darin, dass sie fir Mikroderivatisierungen nur
begrenzt einsetzbar ist. Physikalisch-chemische Effekte bei der wassrigen Aufarbeitung, wie
z.B. irreversible Adsorptionseffekte am Trockenmittel oder Effekte oberflachenaktiver
Substanzen, die eine quantitative Extraktion verhindern, stellen den limitierenden Faktor dar.
Zur Abschétzung derartiger Effekte wurde die Reaktion unter Zusatz eines internen Standards

durchgefuhrt. Daftr wurde Heneicosan ausgewahlt. Aufgrund seiner physikalisch-chemischen
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Eigenschaften ist davon auszugehen, dass es bel der wassrigen Aufarbeitung nahezu
vollstandig in die organische Phase (bergent und somit eine hohere absolute
Wiederfindungsrate als die reduzierten AHL s aufweist.

Tabelle 2: Wiederfindungsraten bei der Reduktion mit anschlief3ender Silylierung von AHLSs.

AHL Edukt/Standard Produkt/Standard ~ Wiederfindungsrate
C12-HSL 21678487:1281585  4833229:485516 0.59
Cl14-HSL 18658189:4160205  4036304:619994 1.45
Cl14-HSL 44263900:1841402  10872015:854039 0.53

3-OH-C10-HSL 24764779:6694533  1263764:982483 0.35
3-O-C6-HSL 816272:3578122 130331:1162484 0.49

Das Auftreten von Wiederfindungsraten, die grof3er als 1 sind, deutet darauf hin, dass mit der
Derivatisierung eine Verbesserung der chromatographischen Eigenschaften einhergeht. Das

Ergebnisist zwar eindeutig, war jedoch in einem weiteren Versuch nicht reproduzierbar.
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5.4.3 Deuterium-markierte, reduzierte AHLSs

In komplexen Probengemischen, wie sie in der Naturstoffanalyse haufig vorkommen, sind
geringe Mengen von AHLSs oft sehr schwierig nachzuweisen. Eine spezifische Markierung
durch stabile Isotope kann die Nachweisempfindlichkeit erhdhen. Dies soll durch eine
Variante der Reduktion erreicht werden.

Wird die Derivatiserung mit enem 1:1-Gemisch von Lithiumborhydrid und
Lithiumbordeuterid durchgeftihrt, sind im ESI-Spektrum, das ausschliefdlich Peaks
[M+H]*-lonen zeigt, charakteristische |sotopenmuster zu erkennen, die die Auswertung dieser
Spektren erheblich vereinfachen. Ein mit dieser Methode reduziertes AHL, wirde ein Triplett
im Molekllion ergeben. Im Abstand von einer Masseneinheit ist die Abfolge von nicht
deuteriertem, einfach deuteriertem und zweifach deuteriertem Produkt zu erwarten, wobei die
Intensitéten der Statistik nach 1:2:1 betragen (Abbildung 5-4).

0 ' 1 ' 2

m/z-[M+H] (undeuteriert)

Abbildung 5-4: Erwartetes | sotopenmuster (ESI) nach Reduktion mit LiBH,/LiBD, (1:1)

Da jedoch die in Naturstoffproben haufig anzutreffenden Carbonsduren und Ester das gleiche
I sotopenmuster ergeben, misste dieser Methode eine weitere Derivatisierung folgen. Eine
denkbare Methode stellt, die Acetylierung mit einem 1:1-Gemisch von Acetylchlorid und
Acetylchlorid-d3 dar. Wéhrend bel den Carbonsauren und Estern nur eine Hydroxy-Gruppe
zur Reaktion mit Acetylchlorid vorhanden ist, spaltet das Triplett in ein Dublett von Tripletts
auf, wobei die Dubletts einen Abstand von drei Masseneinheiten haben (Abbildung 5-5).
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Abbildung 5-5: Isotopenmuster (ESI) fir Carbonsduren und Ester nach Reduktion mit LiBH4/LiBD4
(1:1) und anschlieRender Acetylierung mit CH;COCI/CD3;COCI (1:1)

Im Gegensatz dazu, entstehen bei der Reduktion eines Lactons zwel Hydroxy-Gruppen, und
somit bel der anschlieffenden Acetylierung ein Triplett von Tripletts (Abbildung 5-6).

0 t L t 5 t 3 t 4 t : t o t . t 8 i
m/z-[M+H](undeuteriert)

Abbildung 5-6: Isotopenmuster (ESI) fur Lactone nach Reduktion mit LiBH,/LiBD, (1:1) und
anschlief3ender Acetylierung mit CH;COCI/CD3;COCI (1:1)

Obwohl Hydroxyester und Hydroxycarbonsduren das gleiche Isotopenmuster aufweisen, ist
mit einer derartigen Methode eine erhebliche Reduktion des analytischen Aufwands
verbunden. Auf einen Blick wére es somit moglich, potentielle Zielmolekile zu erkennen,
ohne weitere Strukturinformationen aus tandemmassenspektrometrischen Methoden ableiten

zu mussen. Leider wére mit dieser Methode jedoch ein welterer Verlust an Sensitivitét
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verbunden, da sich die urspringliche Intensitét des Peaks nun auf neun Peaks verteilt. Fir
andersartig substituierte ergeben sich entsprechend andere | sotopenmuster.

Leider ist Lithiumbordeuterid kommerziell nicht erhdltlich. Nach einem Versuch es analog
eined Vorschrift zur Darstellung von  Lithiumborhydrid aus dem kauflichen
Natriumbordeuterid herzusteller?®, konnte bei der anschlieRenden Reduktion von C4-HSL
nicht das gewiinschte Produkt nachgewiesen werden. Uberraschenderweise konnte bei dieser
Resaktion in sehr geringer Ausbeute der nicht deuterierte Methylester 19 nachgewiesen
werden.

Lithium Gbernimmt a's hartes Kation eine aktivierende Rolle bel der Reduktion, indem es sich
an den Carbonylsauerstoff der zu reduzierenden Carbonyl-Gruppe bindet. Dies ist der Grund
firr eine erhdhte Reaktivitét von Lithiumborhydrid gegeniiber Natriumborhydrid.?’

Eine gangige Methode, um den direkten Einsatz des relativ teuren Lithiumborhydrids zu
umgehen, stellt der Zusatz von Lithiumsalzen zu der Reduktion mit Natriumborhydrid dar.?®
Variationen des L dsungsmittels (THF/Diethylether), des Lithiumsalzes
(Lithiumbromid/Lithiumchlorid), der Reaktionsdauer (45 Minuten bis 16 Stunden) sowie der
Temperatur (0 °C bis 50 °C) konnten dennoch nicht die zufriedenstellenden Ergebnisse der
Reduktion mit Lithiumborhydrid reproduzieren.

Mit Hilfe einer 1:1-Mischung von Lithiumborhydrid und Natriumbordeuterid konnte jedoch
gezeigt werden, dass die Methode des Kationenaustausches prinzipiell anwendbar ist. Ein
Vergleich der [M-15]-Peaks zeigt die teilweise Erhthung der |sotopenpeaks (Abbildung 5-7).
Leider ist nicht das erwartete |sotopenmuster zu erkennen. Langeres Ruihren der Stammldsung
(1 Tag), um eine eventuell ginstigere Gleichgewichtseinstellung zu erreichen, fihrte zu
keiner Verbesserung der Peakverhdtnisse, obwohl die Léslichkeit von Lithiumborhydrid in
Ethern relativ grof3 ist, Natriumborhydrid jedoch nicht in nennenswertem Umfang 16dich sein
sollte?’. Solche Daten Uber die Léslichkeit von Bordeuterid als Anion sind jedoch nicht
bekannt.
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Abbildung 5-7: Vergleich der [M-15]-Peaks bei Reduktion mit LiBH, und LiBH,/NaBD, (1:1)

Durch Verwendung einer Mischung aus Lithiumaluminium und getrocknetem Kieselgel, die
as Hojos Reagenz?® bezeichnet wird, ergab sich die Méglichkeit die Reaktivitat von
Lithiumaluminiumhydrid herabzusetzen, so dass eine Reduktion des Lactonrings im C4-HSL
ohne Reduktion der Amidbindung durchgefiihrt werden konnte (siehe Abbildung 8-15). Eine
Reduktion von N-(3-Oxoacyl)-homoserinlactonen wurde noch nicht durchgefiihrt. Daher ist
noch nicht abzusehen, ob Hojos Reagenz fir diese Klasse von AHLS geeignet ist.
Insbesondere die Aufarbeitung der Reaktion macht sie fir Mikroderivatisierungen interessant.
Dadurch, dass fur die Hydrolyse wenige Tropfen einer konzentrierten
Ammoniumchloridlésung verwendet wird, kann auf eine Extraktion verzichtet werden, was
die Reaktion eventuell weniger anfallig fr einen Substanzverlust macht. Dennoch besteht die
Moglichkeit irreversibler Adsorption an dem verwendeten Kieselgel. Bel der Durchfiihrung
der Reaktion wurde festgestellt, dass Dimethoxyethan (DME) en hervorragendes
Losungsmittel zum Spllen des Kieselgels nach der Reaktion darstellt. Dennoch scheint
Dichlormethan (DCM) besser geeignet zu sein, da unter Verwendung dieses Losungsmittels
weniger Kontaminationen aus den Probengefal3en auftraten. DME scheint insbesondere
Phthalate aus den Septen herauszulésen. Es wurde beobachtet, dass mit DCM ein exzessives
Waschen des Kieselgels wichtig ist.

Unter Zusatz von Lithiumaluminiumdeuterid anstelle von Lithiumaluminiumhydrid konnte
das entsprechend deuterierte, reduzierte C4-HSL (26) dargestellt werden (siehe Abbildung
8-16).
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Mit einer molaren 1:1-Mischung von Lithiumaluminiumhydrid und
Lithiumaluminiumdeuterid konnte gezeigt werden, dass der [M-15]-Peak ein Triplett ist
(sehe Abbildung 8-17).
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5.4.4 Heptafluorbuttersaurederivate fur NICI-Massenspektrometrie

Abgesehen von einer weiteren Derivatiserung mit Acetylchlorid und MSTFA, kann ene
Derivatisierung mit Heptafluorbuttersdureanhydrid (HFBA) an den Reduktionsprodukten 20
vorgenommen werden. Dies wurde fiur C4-HSL, C8-HSL, C12-HSL und C14-HSL
durchgefuhrt. Daraus entstehen die zweifach derivatisierten reduzierten AHLs (27). Fir
3-OH-C10-HSL ergibt sich dementsprechend ein dreifach derivatisiertes Produkt.

Deren El-Massenspektren (siehe Abbildung 8-18 bis Abbildung 8-22), insbesondere die der
AHLs mit langer Seitenkette, zeigen jedoch eine aul3ergewdhnliche Fragmentarmut mit wenig
Strukturinformation. Allerdings konnte nicht der gesamte Massenbereich erfasst werden, da
gerétebedingt keine Peaks, die grof3er als m/z = 600 sind detektiert werden konnen.

Durch die grof3e Anzahl an Fluoratomen sind derartige Verbindungen hervorragend fur die
lonisierung mit der NICI-lonenguelle geeignet. Durch die sanftere lonisierungsmethode sind
weniger Fragmente und ein grof3erer Anteil an Molekilionen zu erwarten.

Wie aus den NICI-Spektren (siehe Abbildung 8-23 bis Abbildung 8-27) ersichtlich ist, kénnen
bei keinem der Derivate Molekilionen oder einfache Fragmente detektiert werden, obwohl
die Massendifferenzen in den beobachteten Massenspektren mit den Massendifferenzen der
eingesetzten AHLs korrelieren. Weliterhin scheint die Methode nur fur langkettige AHLS
geeignet zu sein. Fir C4-HSL und 3-OH-C10-HSL ist ein grof3er Anteil an unidentifizierten
Nebenprodukten im Total-lonenstrom-Chromatogramm (TIC) zu beobachten. Fir C8-HSL,
C12-HSL und C14-HSL sind die Spektren eindeutiger (siehe Abbildung 5-8 und Abbildung
5-9).
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17:31

Abbildung 5-8: TIC von C8- (11:37 min), C12-(15:42 min), C14-HSL (17:31min) mit El-Detektion
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Abbildung 5-9: TIC von C8- (11:36 min), C12-(15:42 min), C14-HSL (17:31min) mit NICI-Detektion
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5.4.5 Derivatisierung mit Orthoameisensauretrimethylester

Bei den Versuchen mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) eine Umesterung des
Homoserinlactons zum Methylester zu erzeugen, tauchte ein unerwartetes Nebenprodukt auf.
Aus den EI-Spektren wurde der folgende Strukturvorschlag 28 abgeleitet.
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Aufgrund der bekannten Reaktionsweise  von TMSH erschien en
g-Methoxybutansauremethylester-Derivat Reaktionsprodukt unwahrscheinlich. Daher wurde
das Produkt auf einem unabhangigen Weg dargestellt. Mit Orthoameisensauretrimethylester
ist eine entsprechende Reaktion fir Lactone beschrieben.®® Damit konnte der angegebene
Strukturvorschlag bestétigt werden. Aufgrund der guten in der Literatur angegebenen
Ausbeuten, war davon auszugehen, dass die entsprechende Reaktion auch im Mikromal3stab
durchfihrbar ist. Diese Derivatisierung wurde mit C4-HSL, C8-HSL, C12-HSL, C14-HSL
und 3-OH-C10-HSL durchgefihrt (El-Spektren siehe Abbildung 8-28 bis Abbildung 8-31).
Auf die gleiche Art wie be der Reduktion mit Lithiumborhydrid wurden die
Wiederfindungsraten bestimmt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Wiederfindungsraten bei der Derivatisierung mit Orthoameisensaur etrimethylester

AHL Edukt/Standard Produkt/Standard ~ Wiederfindungsrate
C4-HSL 8143576:9450684  22528707:16139736 1.62
C12-HSL 40462982:10305763 11202899:2852594 1.00
Cl14-HSL 41622084:8617115  18667418:5508232 0.70
3-O-C6-HSL 847442:10881119 167474:4031079 0.53

Trotz der erfolgreichen Derivatiserung der AHLs mit underivatisierter Seitenkette, gelang
dies fur 3-OH-C10-HSL nicht. Es traten immer wieder unidentifizierte Nebenprodukte auf.
Variationen in der Reaktionsdauer ergaben, dass die Reaktion fur AHLS bereits nach drei
Stunden vollstandig ist. Fir 3-OH-C10-HSL traten dennoch weiterhin Nebenprodukte auf.
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Diese Derivatisierung kann mit der bereits beschriebenen Methode der Deuteriummarkierung
kombiniert werden. Dazu kann eine molare 1:1-Mischung von
Orthoameisensduretrimethylester und  Orthoameisensauretrimethylester-d9  Verwendung
finden. Obwohl Synthesen fir Orthoameisensduretrimethylester-d9 in der Literatur
beschrieben sind®', war davon auszugehen, dass in einer schwefelsauren Lésung von
Methanol und Methanol-d4 ein Austausch oattfindet, da fir die Reaktion mit
Orthoamei sensauretrimethylester ein mesomeriestabilisiertes Carbeniumion (29) als resktive

Zwischenstufe postuliert wurde.
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Die Tatsache, dass ein derartiger Austausch stattfindet, ist im Ubrigen ein weiterer Hinweis
auf die Existenz der Zwischenstufe 29, firr die bisher kein direkter Nachweis gelungen ist®.
Damit war die Darstellung von Orthoameisensduretrimethylester-d9 in reiner Form nicht
notig. Die erfolgreiche Umsetzung der AHLs wurde anhand von El-Massenspektren ermittelt
(sehe Abbildung 8-32 bis Abbildung 8-35). Hierbei ergaben sich wiederum unidentifizierte
Nebenprodukte bei der Derivatiserung von 3-OH-C10-HSL. Zur Uberpriifung der
Deuterium-Muster-Strategie wurden von den erhaltenen Derivaten ESI-Massenspektren
aufgenommen (siehe Abbildung 8-36 bis Abbildung 8-39).

In den erhatenen ESI-Spektren ergeben sich Parallelen zu den ESI-Spektren der AHLs. Es
sind wiederum Natriumaddukte der AHLs zu beobachten, wobei auch hier durch den Zusatz
von Ammoniumacetatlosung das Verhdtnis von [M+H]"-lonen gegeniiber [M+Na]*-lonen
verbessert werden kann.

Erstaunlicherweise sind im ESI-Spektrum fir das g-Methoxybutansduremethylester-Derivat
von 30OH-C10-HSL keine Nebenprodukte zu beobachten, wie es im El-Spektrum der Fall

war. Es aber gibt Hinweise darauf, dass es sich bei den Nebenprodukten um polymere
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Verbindungen hoher Atommassen handelt, die im ESI-Massenspektrum nicht detektiert
werden konnen, bel der El-Massenspektrometrie jedoch aufgrund der hohen
I njektortemperaturen zersetzt werden. Eines der Produkte scheint eine Atommase von 299 zu
besitzen und kénnte demzufolge aus ener Eliminierung von Wasser resultieren. Als

Strukturvorschldge kommen 30 und 31 in Frage.
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In der MS?- und MS*-Andyse, die leider nur fir das g-Methoxybutansduremethylester-
Derivat  von C8-HSL  durchgefuhrt wurde, zeigt sich en interessantes
Fragmentierungsverhalten (siehe Abbildung 8-40). In MS? von sind zwei Fragmente zu
beobachten. Dabei geht das Fragment mit der Masse 148 wahrscheinlich auf einen Bruch der

Amidbindung zurlck.
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In MS® von 148 sind zwei weitere Fragmente zu beobachten. Ein Fragment der Masse 214 ist
wahrscheinlich auf den Verlust von Methanol zurtickzufthren. Fir das Fragment der Masse

88 konnen zwei Strukturvorschldge gemacht werden.
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Das zweite Fragment in MS? des g-Methoxybutansauremethylester-Derivats von C8-HSL der
Masse 242 ist wahrscheinlich auf den Verlust von Methanol zurlickzufiihren. Die weiteren
Produkte in MS® haben die Massen 214 und 182. Firr das Fragement der Masse 214 sind
wiederum zwel Strukturen mdglich. Das Fragment der Masse 182 hat zusétzlich Methanol

verloren.
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Unter  der Annahme  der  gezeigten Fragmentierungswege  liefern  die

g-Methoxybutansduremethylester-Derivat zwel interessante Fragmente, von denen eines
charakteristisch fur ale g-Methoxybutansduremethylester-Derivate von AHLS, das andere
charakteristisch fur die Seitenkette ist. Der grofdte Vorteil dieser Derivatisierung liegt jedoch

darin, dass nun in der LC/MS-Anayse Methanol verwendet werden kann.



5.5 El-Fragmentierungsschema

Die aus der Umsetzung von Orthoameisensauretrimethylester (H/D 1:1) und den
N-(Acyl)-homoserinlactonen (C4-, C8-, C12- und C14-HSL) erhaltenen El-Massenspektren
(sehe Abbildung 8-32 bis Abbildung 8-35) ermdglichten ndhere Deutungen zu einem
moglichen El-Fragmentierungsschema der g-M ethoxybutansauremethylester-Derivate.

Im Vergleich mit den El-Spektren aus der Umsetzung ohne Deuterium (siehe Abbildung 8-28
bis Abbildung 8-31) fiel das Augenmerk zuerst auf die Fragmente M-58, M-59, 88, bel denen
in der Umsetzung von Orthoameisensduretrimethylester (H/D 1:1) um 3 amu hohere
Fragmente in vergleichbarer Intensitét zu beobachten waren.

Aufgrund der Struktur der g-Methoxybutansauremethylester-Derivat, resultieren diese
Fragmente aus der  Abspatung von genau enem Rest aus dem
g-Methoxybutansduremethylester. Leider existieren fur diese Fragmente jedoch mehrere
Strukturvorschlage. Fur Fragmente der Masse 88 sind die Strukturen 32 und 33 méglich.
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Als mogliche Vorlauferionen kommen die Fragmente 34 und 35 der Masse M-59 in Frage.
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Das Fragment 36 ist ein moglicher Strukturvorschlag fur die Masse M-58 und ist
wahrscheinlich durch eine Mc-L afferty-Umlagerung entstanden.
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Fur genauere Analysen wurden die Deuteriummarkierungen selektiv an der Ether- (37) und

der Ester-Position (38) der g-Methoxybutansduremethylester-Derivate durchgefihrt.
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Aus einem Vergleich der relativen Intensitdten in den erhaltenen Massenspektren von 37
(sehe Abbildung 8-41) und 38 (siehe Abbildung 8-42) kann man erkennen, dass das
Fragment der Masse M-59 streng als Ether 34 entsteht. Bel einer ndheren Betrachtung des
Fragments der Masse 88, stellt man fest, dass es zu einem grof3en Antell als Ether 32,
wahrscheinlich per Onium-Reaktion aus 34, entsteht. Bel der Derivatiserung as Ester
entsteht jedoch ein Signal der Masse 91 mit ungeféhr 8 % rel. Intensitét fur das die
Struktur 33 wahrscheinlich ist. Da das Vorlauferion unbekannt ist, wurde eine
Vorlauferionen-Analyse des Fragments der Masse 88 an dem
g-Methoxybutansduremethylester-Derivat  von C14-HSL durchgefiihrt (siehe Abbildung
8-43). Damit konnte der Abbauweg via M-59 und Onium-Reaktion bestétigt werden. Als
weitere Vorlauferionen konnten Fragmente mit den ungefdhren Massen 146 und 130
beobachtet werden, deren Massen jedoch nur sehr ungenau bestimmt werden konnten. Bei
einer Tochterionen-Analyse des Fragments der Masse 146 (siehe Abbildung 8-44) konnte
diese Masse jedoch bestatigt werden, fur die allerdings kein Strukturvorschlag existiert.
Weiterhin interessant ist das Fragment der Masse 45, fur das die Struktur 39 wahrscheinlich
ist, da fur 37 ein Peak der Masse 48 erscheint. Eine Vorlauferionen-Analyse wurde nicht
durchgefihrt.
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HZC\%ME 39

Damit ergibt sich a's teilweises Fragmentierungsschema Abbildung 5-10.
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Abbildung 5-10: Fragmentierungsschema fur den Zerfall von g-Methoxybutansduremethylester-

Derivaten der AHLs.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Diplomarbeit werden verschiedene Ansdtze zur Entwicklung ener
allgemeinen Anaysenmethode dargestellt. Es ist dabei bereits abzusehen, dass es
wahrscheinlich keine Analysenmethode geben wird, die fir jeden Zweck universell einsetzbar
ist. Vielmehr kdnnen die Methoden komplementér eingesetzt werden, je nach vorhandenem
Problem.

Fir erste Analysen ist die Derivatiserung mit Orthoamel sensauretrimethylester die Methode
der Wahl. Zum einen kann durch die vollstandige Unterdrickung des Lactonolyse-
Gleichgewichts Methanol as Lésungs- und Elutionsmittel in der LC/MS-Anayse verwendet
werden. Zum anderen ist durch die Deuteriummarkierung ein direkter Hinweis auf das
Vorliegen eines Lactons gelungen.

Bel Zweifeln, ob ein Lacton vorliegt kann eine Markierung per Hojo-Reduktion mit
anschliefRender Acetylierung durchgefihrt werden. Hiermit ergeben sich durch das
charakteristische | sotopenmuster Hinweise auf die Struktur.

Mit Hilfe der genauen Kenntnis von Fragmentierungswegen, kénnen genauere Informationen
Uber die Struktur eines analytischen Zielmolekils erhalten werden.

Dennoch ist die Entwicklung der analytischen Methoden keineswegs abgeschlossen. Die
Fragmentierungswege wurden bis jetzt nur teillweise und ausschliefdich  fir
N-(Acyl)-homoserinlactone untersucht. Weiterhin fehlt eine Quantifizierung der Methoden,
um Aussagen Uber deren Empfindlichkeit und die Grenzen der Anwendbarkeit machen zu

kdnnen.

Die Ergebnisse der Biotests mit den beiden synthetischen Diastereomeren von
N-(3-Hydroxydecanoyl)-L-homoserinlacton liegen zum gegenwértigen Zeitpunkt noch nicht

VOr.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Materialien und Methoden

Die Chemikalien waren von Fluka oder von Sigma-Aldrich und wurden ohne weitere
Reinigung eingesetzt. Die verwendeten Losungsmittel wurden vor Benutzung destilliert und

soweit angegeben nach Standardmethoden absol utiert3%33,

Dunnschichtchromatographische Untersuchungen wurden auf mit 0.2 mm Kieselgel
beschichteten Fertigfolien der Firma Machery-Nagel durchgefthrt. Die Detektion erfolgte
durch ultraviolettes Licht oder mit Hilfe eines der folgenden Tauchbader:
- 8 ml konz. Schwefelsaure, 3 g Molybdatophosphorsdure und 1 g Cer(Il)-sulfat in
100 ml Wasser
- 0.5% Kaliumpermanganat in 1 N Natronlauge

Die abschlieffende Entwicklung erfolgte durch Warmezufuhr von einem Heif3uftfon.

NMR-Spektren wurden auf einem Bruker AMX 400 aufgenommen. Als deuteriertes

L 6sungsmittel wurde Chloroform-d verwendet.

GC/EI-MS-Spektren wurden mit Gerdten der Firma Hewlett-Packard, Wilmington, USA
aufgenommen. Das GC-System hatte die Bezeichnung HP 6890 Series GC System und wurde
mit einem Split/Splitless-Injektor und einer Fused-Silica-Kapillarsiule BPX5 (25 m, 0.22 mm
Innendurchmesser, 0.25 um Phasendicke) der Firma SGE Inc., Melbourne, Australien
betrieben. Das Massenspektrometer war ein HP 5973 Mass Selective Detector, der bei 70 eV
betriecben wurde. Als Tragergas fand Helium mit einem Volumenstrom von 1 mi/min
Verwendung. Standardinjektionsvolumen war 1 pl bei einem Splitverh&itnis von 1:20. Die
Ofentemperatur wurde finf Minuten isotherm bel 60 °C gehalten und dann mit einer Rampe
von 10 °C/min auf 320 °C erhoht. Soweit nicht anders angegeben betrug die
I njektortemperatur 250 °C.

Die Drehwerte optisch aktiver Verbindungen wurden auf einem Dr. Kernchen Propol Digital
Automatic Polarimeter bestimmt.
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Das HPLC-System war von der Firma Thermo Separation Products. ES bestand aus einem
Pumpensystem P4000, die Probenaufgabe wurde mit einem Autosampler AS3000
durchgefihrt, die Detektion erfolgte mit einem Dioden-Array-Detektor

GC/CI-MS-Spektren wurden mit einem Hewlett Packard 5890A Gaschromatographen mit
einer Fused-Silica-Vorsaule (3 m, 0.32 mm Innendurchmesser, desktiviert, Phenomenex) und
einer analytischen Saule (ZB1, 30 m, 0.32 mm Innendurchmesser, Schichtdicke 0.25 pum,
Phenomenex) aufgenommen. Als Tragergas fand Helium mit einem Volumenstrom von 1.6
mi/min Verwendung. Der Gaschromatograph wurde in direkter Kopplung mit einem
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (TSQ 700, Finnigan) im negativen Modus und
Ammoniak als Reaktantgas (103 mTorr) betrieben. Standardinjektionsvolumen war 1 pl bei
einem Splitverhdtnis von 1:20. Die Ofentemperatur wurde drel Minuten isotherm bei 100 °C
gehalten und dann mit einer Rampe von 10 °C/min auf 330 °C erhoht. Die Injektortemperatur
betrug 280 °C. Die Quellentemperatur betrug 130 °C.

ESI-M S-Spektren wurden auf einem MAT 95 XLT Hybrid-Tandem-Massenspektrometer der
Firma Thermo Electron Bremen GmbH, Deutschland, ausgestattet mit einem Standard-
Elektrospray-Interface des Herstellers aufgenommen. Das Gerdt besteht aus einem doppelt-
fokussierenden Sektorfeld-Massenspektrometer in Kopplung mit einem  Quadrupol-
lonenfallen-Massenanalysator. Der zweite Massenanalysator wurde zur Untersuchung des
Fragmentierungsverhaltens durch Kollisions-Aktivierung (collision induced dissociation,
CID) von Vorlauferionen aus dem Sektorfeld-Massenspektrometer benutzt.

Fur Microspra wurde die originale Fused-Silica-Sample-Transfer-Kapillare durch eine
Edelstahl-Kapillare (SMS Service fir Massenspektrometrie GmbH, Idstein, Deutschland) mit
denselben Ausmalien ersetzt. Die nichtleitende Ferrule wurde durch eine Graphit-Ferrule der
entsprechenden Grof3e ersetzt. Die Flussrate betrug 0.8 pl/min und die Spray-Spannung lag
bei 1.1 bis 2.2 kV. Die Temperatur der heated capillary war soweit nicht anders angegeben
bei 195 °C. Die Ubrigen Spannungen des Elektrospray-Interfaces wurden entsprechend der
maximalen Intensitét des gewtinschten Signals optimiert.

Fur die LC/MS-Kopplung wurde eine HPLC-Pumpe (Rheos 2000, Flux Instruments,
Schweiz) benutzt. Das Splitverhdltnis wurde derart eingestellt, dass 50 pl/min in das
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Massenspektrometer gelangten. Zur Vernebelung wurde ein zusétzlicher Gasstrom (sheath
gas) von Stickstoff mit 4 arb. units Vordruck benutzt. Die Temperatur der heated capillary
war bel 235 °C. Die urspringliche Fused-Silica-Sample-Transfer-Kapillare wurde durch eine
Edelstahl-Kapillare (Firma Masscom, Bremen, Deutschland) mit 110 um Innendurchmesser
ersetzt.

Vorléuferionen- und Produktionen-Experimente wurden als linked scans im ersten feldfreien
Raum ohne Stof3aktivierung auf einem Massenspektrometer MAT95 der Firma Thermo
Electron Bremen GmbH, Deutschland, bei 70 eV und einer Quellentemperatur von 180 °C
durchgefihrt.
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7.2 Synthese von N-(3-Hydroxydecanoyl)-homoserinlacton

7.2.1 3-Oxodecanséaureethylester*

(0] o}

N N N e N

=
w
4]

Zu einer gut gerthrten Suspension von 0.74 g (3.9 mmol) Zinn(ll)-chlorid und 4.3 ml
(41 mmol) Diazoessigsaureethylester in 80 ml abs. DCM wird langsam eine Losung von 5.0 g
(39 mmoal) frisch destilliertem Octanal in 20 ml abs. DCM zugetropft. Dabel ist eine deutliche
Gasentwicklung zu beobachten und die Ldsung erwarmt sich leicht.

Die zu Beginn der Reaktion stark gelbe Losung entférbt sich im Verlauf der Resaktion bis zu
einer schwach-gelben Farbung, die von einem Uberschuss von Diazoessigsiureethylester
stammt.

Nach 2% Stunden Rihren bei RT wird die Reaktionslésung in einen Scheidetrichter Gberfuhrt
und mit 400 ml ges. Natriumchloridlésung versetzt. Anschlief3end wird dreimal mit je 300 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das L 6sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt tber eine Sdulenchromatographie an Kieselgel mit
Pentan/Essigester 50:1 als mobile Phase.

Ausbeute: 7.38 g (34 mmol, 87 %)
'H-NMR (CDCl3, 400 MH2): d [ppm] = 0.88 (t, 3H, CHs, H-1, 3J = 6.8 Hz), 1.22-1.34 (m,
11H, CH,, CHz), 1.59 (m, 2H, CHp, H-6, 3J = 7.3 Hz), 2.53 (t, 2H, CH,, H-7, 3] = 7.3 Hz),

3.43 (s, 2H, CHp, H-9), 4.19 (g, 2H, CHy, H-11, 31 = 7.1 H2).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): d [ppm] = 13.9 (q), 14.0 (q), 22.5 (1), 23.4 (1), 28.9 (1), 28.9
(1), 315 (1), 42.9 (t, C-7), 49.2 (t, C-9), 61.2 (t, C-11), 167.2 (s, C-10), 202.8 (s, C-8).
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EI-MS (70 eV): m/z (%) = 39 (21), 41 (68), 42 (34), 43 (80), 45 (6), 53 (6), 55 (47), 56 (18),
57 (100), 58 (11), 67 (7), 69 (24), 70 (9), 83 (8), 87 (9), 88 (48), 97 (16), 98 (9), 102 (12), 109
(6), 115 (14), 127 (48), 130 (79), 131 (14), 143 (20), 172 (3), 196 (2), 214 (1).

7.2.2 Herstellung des Ru((S)-BINAP)-Katalysators™®

In einem mehrfach ausgeheizten und mit Stickstoff beflllten Kolben werden 39 mg
(0.24 mmoal) Ruthenium(l1)-chlorid-1,5-Cyclooctadien-Komplex, 100 mg (0.16 mmol)
(9-(-)-2,2 -tris(diphenylphosphino)-1,1’ -binaphthyl und 0.3 ml Triethylamin in 4 ml abs.
Xylol gelost. Es wird 22 Stunden unter Rickfluss gekocht. Danach wird das Ldsungsmittel
per Vakuumdestillation entfernt und ein roter Feststoff bleibt zuriick. Dieser wird in 10 ml
abs. THF suspendiert und in 10 Portionen zu je 1 ml aufgeteilt.

Die Herstellung des R-Katalysators erfolgt analog.

7.2.3 (R)-3-Hydroxydecansauremethylester*?

OH (0]

6.8 10N~ 11

Der Autoklav wird mit 1.5 g (7.0 mmol) 3-Oxodecansdureethylester in 10 ml abs. Methanol
beflllt. Dazu gibt man 1 ml (R-Katalysator, sowie 3 Tropfen konz. Salzsaure. Nach
mehrfachem Spilen mit Stickstoff wird ein Wasserstoffdruck von 12 bar eingestellt.
Anschlief®end wird unter Rihren auf 80 °C erwarmt. Wahrend der Reaktion nahm der
Wasserstoffdruck — wahrscheinlich wegen eines Lecks — stetig ab. Nach 5% Stunden
Reaktionsdauer lasst man abkihlen, spilt mehrfach mit Stickstoff und entfernt das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer. Zur Reinigung wird eine Saulenchromatographie an
Kieselgel mit Pentan/Essigester 5:1 al's mobile Phase durchgefiihrt.

Ausbeute: 640 mg (3.2 mmol, 45 %)
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Ein Teil des Eduktes konnte als Methylester zuriickgewonnen werden (668 mg, 3.3 mmol),

eine langere Reaktionsdauer war auf Grund einer leeren Wasserstoffflasche nicht mdglich.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHZ): d [ppm] = 0.88 (t, 3H, CHs, H-1, 3J = 6.8 Hz), 1.24-1.56 (m,
13H, CHy, CHg), 2.41 (dd, 1H, CHy, H-9, 1 = 16.3 Hz, 3J = 8.9 Hz), 2.52 (dd, 1H, CH,, H-9,
13=16.3Hz,33=3.3 Hz), 2.94 (br, 1H, OH), 3.71 (s, 3H, CHs, H-11), 3.97-4.05 (m, 1H, CH,
H-8).

13C-NMR (CDCls, 100 MH2): d [ppm] = 14.0 (q), 22.6 (1), 25.4 (1), 29.2 (1), 29.4 (t), 31.7 (1),
36.5 (t, C-7), 41.1 (t, C-9), 51.6 (q, C-11), 68.0 (d, C-8), 173.4 (s, C-10).

EI-MS (70 eV): miz (%) = 39 (9), 41 (29), 43 (53), 55 (19), 57 (15), 59 (11), 61 (18), 69 (17),
71 (37), 74 (32), 103 (100), 184 (1).

ee:97% [a]p?’ = -12.6° (c = 18.98 g/100 ml, CHCk)
Literatur*: [a]p?° = -13.5° (c = 2.5 /100 ml, CHCk)

7.2.4 (S)-3-Hydroxydecanséauremethylester
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Ein Autoklav wird mit 1.79 g (8.4 mmol) 3-Oxodecansaureethylester und 0.46 g (2.3 mmol)
3-Oxodecansauremethylester in 10 ml abs. Methanol beflllt. Dazu gibt man 2 ml
(9-Katalysator, sowie 4 Tropfen konz. Salzsdure. Nach mehrfachem Spllen mit Sickstoff
wird ein Wasserstoffdruck von 18 bar eingestellt. Anschlief3end wird auf 80 °C erwarmt und
dabel gertihrt. Nach 6 Stunden Reaktionsdauer lasst man abkihlen, spllt mehrfach mit
Stickstoff und entfernt das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer. Zur Reinigung wird eine
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Pentan/Diethylether 2:1 als mobile Phase
durchgefihrt.



Ausbeute: 1.89 g (9.3 mmal, 87 %)

e e:>95% [a]p? = +16.4° (c = 18.88 g/100 ml, CHCk)
Literatur*°: [a]p?° = +16.4° (c = 1.0 g/100 ml, CHCk)

7.2.5 (R)-3-Hydroxydecansaure®

MOH

1 g (4.9 mmoal) (R)-3-Hydroxydecansauremethylester werden in 40 ml Methanol geldst. Dazu
gibt man 7 ml 2 N Natronlauge und rihrt 3 Stunden bei RT. Anschlieffend wird das
Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand zweimal in 70 ml DCM
aufgeschldmmt, um nicht-ionische Bestandteile zu |6sen. Der ionische Rickstand wird in 2 N
Salzsaure gelost und dreima mit je 150 ml Essigester extrahiert. Nach dem Trocknen Uber
Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel entfernt. Zur Reinigung wird eine
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Pentan/Diethylether 1:2 as Laufmittel durchgefihrt.

Ausbeute: 492 mg (2.6 mmol, 53 %)

7.2.6 (S)-3-Hydroxydecansaure
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1.04 g (5.1 mmol) §)-3-Hydroxydecansauremethylester werden in 60 ml abs. Methanol
gelost. Dazu gibt man 7 ml 2 N Natronlauge und riihrt 3 Stunden bel RT. Anschlief3end wird
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das Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand zweima in 70 ml
DCM aufgeschlammt, um nicht-ionische Bestandteile zu |6sen. Der ionische Rickstand wird
in 2 N Salzsdure gel6st und dreimal mit je 200 ml DCM extrahiert. Nach dem Trocknen Uber

Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel entfernt.

Ausbeute: 969 mg (5.1 mmol, 100 %)

7.2.7 rac. 3-Hydroxydecanséaureethylester®’

OH (o}

In einem mit Stickstoff befllten und mehrfach ausgeheizten Kolben werden 10 ml abs.
Ethanol und 0.31 g (8.3 mmol) Natriumborhydrid vorgelegt. Dazu l&sst man innerhalb von
15 Minuten 1.47 g (6.9 mmol) 3-Oxodecansaureethylester in 7 ml abs. Ethanol zutropfen.
Dabei eewdrmt sich die Reaktionsmischung leicht. Nach 2 Stunden Rihren bei RT wird
vorsichtig mit 10 %iger Essigsaure hydrolysiert. Anschlieend wird mit 20 ml ges.
Natriumchloridiosung verdinnt und dreima mit je 30 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am  Rotationsverdampfer  entfernt. Die  Reinigung erfolgt  per
Saulenchromatographie an Kieselgel mit einem Gradienten von Pentan/Essigester 20:1 bis
Pentan/Essigester 5:1

Ausbeute: 580 mg (2.7 mmol, 39 %)
Ein Teil des Eduktes war noch nicht umgesetzt, wahrend ein anderer Teil bereits zum Diol
weiterreagiert hatte.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHZ): d [ppm] = 0.88 (t, 3H, CH3, H-1, J = 6.9 Hz), 1.24-1.56 (m,
15H, CH,, CHsg), 2.40 (dd, 1H, CH,, H-9, 1J = 16.3 Hz, 3J = 8.9 Hz), 2.50 (dd, 1H, CH,, H-9,
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13=16.3Hz, 3J = 3.2 Hz), 2.97 (br, 1H, OH), 3.96-4.04 (m, 1H, CH, H-8), 4.17 (q, 2H, CH,
H-11,3%J=7.1H2).

13C-NMR (CDCls, 100 MHZ): d [ppm] = 14.0 (q), 14.1 (q), 22.6 (1), 25.4 (1), 29.2 (1), 29.4
(t), 31.7 (1), 36.5 (t, C-7), 41.3 (t, C-9), 60.6 (t, C-11), 68.0 (d, C-8), 173.0 (s, C-10).

EI-MS (70 eV): miz (%) = 41 (32), 43 (46), 55 (21), 57 (19), 60 (13), 61 (9), 69 (19), 71 (46),
88 (24), 89 (26), 117 (100), 127 (9), 153 (6).

7.2.8 rac. 3-Hydroxydecansauremethylester

OH (o]

/\/\/\}\)Lom

370 mg (1.71 mmol) rac. 3-Hydroxydecansdureethylester werden in 5 ml Methanol gelost.
Dazu gibt man 2 Tropfen konz. Salzsdure und erhitzt unter Ruckfluss 24 Stunden lang.

Danach wurde das L 6sungsmittel entfernt.

Ausbeute: 320 mg (1.58 mmol, 93 %)

7.2.9 rac. 3-Hydroxydecansaure

OH (o]

LG NG\ 8 10 on
150 mg (0.69 mmol) rac. 3-Hydroxydecansdureethylester wird in 5 ml Methanol gel6st. Dazu
gibt man 1 ml 2 N Natronlauge und rihrt 3 Stunden bei RT. Das Ldsungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand zweimal mit je 10 ml DCM aufgeschlammt,



um nicht-ionische Bestandteile zu entfernen. Der ionische Rickstand wird mit 2 N Salzsaure
gelost und dreimal mit je 20 ml Essigester extrahiert. Nach Trocknen Uber Magnesiumsulfat
wird das L6sungsmittel entfernt. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch an Kieselgel
mit einem Gradienten von Pentan/Diethylether 2:1 bis zu reinem Diethylether.

Ausbeute 58 mg (0.31 mmol, 45 %)
'H-NMR (CDCl3, 400 MHZ): d [ppm] = 0.88 (t, 3H, CH3, H-1, J = 6.9 Hz), 1.24-1.56 (m,
13H, CHa, CHa), 2.47 (dd, 1H, CHy, H-9, 1 = 16,5 Hz, 3J = 8.9 Hz), 2.57 (dd, 1H, CH,, H-9,

13=16.5Hz, 3] = 3.2 Hz), 4.01-4.07 (m, 1H, CH, H-8), 5.50-6.50 (br, 2H, OH, COOH).

13C-NMR (CDCls, 100 MH2): d [ppm] = 14.1 (g, C-1), 22.6 (1), 25.4 (1), 29.2 (1), 29.4 (1),
31.8 (1), 365 (t, C-7), 41.1 (t, C-9), 68.1 (d, C-8), 177.8 (s, C-10).

7.2.10 N-((S)-3-Hydroxydecanoyl)-L-homoserinlacton>*’

Es werden 150 mg (0.80 mmol) (9-3-Hydroxydecansaure, 146 mg (0.80 mmol)
L-HomoserinlactonHydrobromid und 108 mg (0.94 mmol) N-Ethylmorpholin in 3 ml abs.
THF vorgelegt. Dazu gibt man bei 0 °C 180 mg 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat, sowie eine
Ldsung von 182 mg (0.88 mmol) DCC in 1 ml abs. THF. Es wird 30 Minuten bel 0 °C und
anschliefRend 2 Stunden bei RT gertihrt.

Danach wird der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat im Hochvakuum vom L6ésungsmittel
befreit. Der Rickstand wird in 20 ml Essigester aufgenommen und mit je 25 ml ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung, 2 N Zitronensaure, ges. Natriumhydrogencarbonatl 6sung
und Wasser gewaschen. Anschlief?end wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
L 6sungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt.
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Zur Reinigung wird eine Saulenchromatographie an Kieselgel mit DCM/Methanol 20:1 als
Laufmittel durchgefihrt.

Ausbeute: 111 mg (0.41 mmol, 51 %)

'H-NMR (CDCl3, 400 MHZ): d [ppm] = 0.88 (t, 3H, CH3, H-1, J = 6.9 Hz), 1.22-1.35 (m,
11H, CHy), 1.40-1.55 (m, 2H, H-7), 2.24 (m, 1H, H-12, 33 = 11.5 Hz, 3J = 9.0 Hz), 2.35 (dd,
1H, H-9, 13 = 15.1 Hz, 3J = 9.0 HZ), 2.44 (dd, 1H, H-9, 1J = 15.1 Hz, 3J = 2.8 Hz), 2.73 (m,
1H, H-12, 33 =8.7 Hz, 3J = 1.2 Hz), 3.61 (br, 1H, OH), 3.97-4.04 (m, 1H, H-8), 4.25-4.33 (m,
1H, H-13, %) = 6.1 HZ), 4.47 (td, 1H, H-13,3J = 9.0 Hz, 3J = 1.5 HZ), 4.66 (ddd, 1H, H-11, 3J
=115Hz 3)=8.7Hz, 3J=7.0Hz), 7.07 (d, 1H, NH, 3J = 7.0 HZ).

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): d [ppm] = 14.0 (g, C-1), 22.6 (t), 25.5 (t), 29.2 (t), 29.4 (1),
29.7 (), 31.8 (t), 37.0 (t), 42.8 (t), 48.9 (d), 66.1 (t, C-13), 66.7 (d, C-8), 173.0 (s, C-10),
175.9 (s, C-14).

EI-MS (70 eV): miz (%) = 41 (44), 42 (13), 43 (63), 44(16), 55 (31), 56 (34), 57 (84), 58 (7),
67 (8), 69 (30), 71 (12), 74 (18), 81 (6), 83 (15), 84 (10), 85 (10), 100 (9), 101 (15), 102
(100), 111 (6), 114 (7), 124 (6), 125 (13), 128 (7), 143 (37), 144 (21), 152 (10), 153 (6), 169
(18), 172 (90), 173 (8), 186 (11), 224 (2), 253 (4), 271 (2).

[a]p? = +21.6° (c = 1.94 g/100 ml, CHCk)

Die Resktion zu (R)-3-OH-C10-HSL efolgt anadog mit 300 mg (1.59 mmol)
(R)-3-Hydroxydecansaure.

Ausbeute: 44 mg (0.16 mmol, 10 %)
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7.3 Derivatisierung fir chirale GC*

OH (0] OH O

M/L /\/\/\M
OH OMe

Zur Herstellung einer DiazomethanlGsung werden 2 verschiedene Losungen A und B
hergestellt. Fur Lésung A werden 259 g (121 mmol) N-Methyl-N-nitroso-
p-toluolsulfonsaureamid (Diazald®) in einer Mischung aus 2.5 ml Diethylenglykolether und
2.5 ml Diethylether gel6st. Fur Lésung B werden 0.75 g (13.4 mmol) Kaliumhydroxid in 2.5
ml Wasser und 2.5 ml Methanol gegeben.

In einer aus einem Schraubdeckelglaschen und einem Teflonschlauch konstruierten
Mikrodestill ationsapparatur werden 0.4 ml von Losung A vorgelegt. Zu dieser Lésung werden
rasch 0.4 ml von Lésung B gegeben. Es tritt sofort eine Gasentwicklung ein und das
generierte Gas wird Uber einen kurzen Teflonschlauch mit einem dazwischenliegenden
gasdichten Schraubdeckel glaschen als Waschflasche in ungefahr 1 ml einer 10 %igen Lsung
von Methanol in Diethylether eingeleitet.

Fir die Derivatiserung werden ungefahr 30 pl einer Naturstoffprobe mit 100 ul der frisch
hergestellten Diazomethanlsung vereinigt. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur wird das
Losungsmittel zusammen mit dem  Uberschissigen Derivatisierungsreagenz im
Stickstoffstrom bei 50 °C entfernt.
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7.4 Derivatisierung von N-(Acyl)-homoserinlactonen

7.4.1 Basenkatalysierte Darstellung der g-Hydroxymethylester?°

o [¢] OH
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—

N OMe
N

H H

(o]
(0]

In einem ausgeheizten und mit Stickstoff beflllten Kolben werden 168 mg (7.3 mmol)
Natrium vorgelegt. Dazu gibt man 14.6 ml abs. Methanol und ruhrt bis sich ales Natrium
gelOst hat. Diesresultiert in einer 0.5 M Ldsung von Natriummethanolat in Methanol.

0.6 mg C4-HSL werden in 50 pl abs. DCM gelost. Dazu werden 50 pl der 0.5 M
Natriummethanolat-Ldsung gegeben. Die Reaktionsmischung wird 1 h bel 50 °C erwarmt.
Dann wird mit 20 pl Eisessig angesduert und 250 pl Wasser hinzugeflgt. Die wassrige Phase
wird dreimal mit je 250 pl DCM extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Stickstoffstrom bel
50 °C wird der Ruckstand mit 100 ul MSTFA versetzt. Nach 30 Minuten Resktion bei 50 °C
wird das Uberschiissige Derivatisierungsreagenz im Stickstoffstrom bei 50 °C entfernt. Der

Rickstand wird in 200 pl Methanol aufgenommen und per GC/MS anaysiert.

7.4.2 Saurekatalysierte Darstellung der g-Hydroxymethylester #*3°

0.6 mg C4-HSL werden in 100 pl abs. Methanol gelost. Dazu werden 10 mg Amberlyst-15
gegeben und man l&sst fur 20 Stunden bel RT stehen. Dann wird die Lésung vom Amberlyst-
15 dekantiert und dreimal mit je 200 ul abs. Methanol gewaschen. Das Ldsungsmittel wird im
Stickstoffstrom bei 50 °C entfernt. Auf den zuriickbleibenden Feststoff werden 50 pl MSTFA
gegeben und 30 Minuten bei 50 °C erhitzt. Abschliefend wird das Uberschiissige
Derivatisierungsreagenz bei 50 °C im Stickstoffstrom entfernt. Der Ruckstand wird in

ungeféhr 100 ul DCM aufgenommen und per GC/MS anaysiert.
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7.4.3 Reduktion mit Lithiumborhydrid****’
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Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate bel Reaktionen im Mikromalistab wird dem
Reaktionsgemisch ein interner Standard hinzugegeben. Bei den folgenden Reaktionen fand
eine L6ésung von 13.9 mg Heneicosan in 2.3 ml DCM Verwendung (~20 mM).

Weiterhin wird fir die Reaktionen eine Stammlésung des Reduktionsmittels hergestellt. Dazu
werden in 12 ml abs. Diethylether 98 mg (4.5 mmoal) Lithiumborhydrid und 180 pl (4.5mmol)
Methanol gelost.

Eine kleine Menge HSL (typischerweise 0.4-1.7 mg) werden eingewogen und mit 20 pl des
internen Standards, sowie 200 ul DCM versetzt. Die Probe wird per GC/MS analysiert. Nach
Entfernen des Losungsmittels bei 50 °C im Stickstoffstrom werden zum erhaltenen Feststoff
200 pl der Reduktionsldsung gegeben und 1 h bei 50 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wird
mit 150 ul 1 N Salzsdure hydrolysiert und mit 200 pl Wasser verdinnt. Nun wird mehrfach
mit DCM extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden tber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Stickstoffstrom bei 50 °C entfernt. Nachdem das Lo&sungsmittel
vollstandig verdampft ist, gibt man 100 pl MSTFA zu dem Rickstand und erhitzt 30 Minuten
lang bei 50 °C. Nachdem die Reaktionsriicksténde bei 50 °C im Stickstoffstrom vollstandig
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entfernt worden sind, wird die Probe in ungeféhr 100 pul DCM aufgenommen und per GC/MS

analysiert.

7.4.4 Darstellung von Lithiumbordeuterid®

In einem ausgeheizten und mit Stickstoff befllten Kolben, der mit einem Magnetrihrer
versehen ist, werden 1.74 g (20 mmol) wasserfreies Lithiumbromid und 0.84 g (20 mmol)
Natriumbordeuterid gegeben. Nach Zugabe von 20 ml abs. Diethylether entsteht eine weil3e
Suspension. Diese wird fur 48 Stunden bel 35 °C unter Ruckfluss erhitzt. Nachdem man die
Losung hat abkihlen lassen, wird der Rihrer ausgeschaltet. Nach einiger Zeit des
Stehenlassens, ist eine klare Ldsung Uber einem well3en Feststoff zu erkennen. Die klare
Losung wird mit einer Spritze aufgenommen und in einen ausgeheizten, mit Stickstoff
beflllten und gewogenen Kolben Uberfuhrt. Aus diesem Kolben wird der Diethylether
abdestilliert. Nachdem der aus der Losung ausfallende Feststoff der Beobachtung nach
trocken ist, wird auf 100 °C erhitzt, um letzte Spuren von Diethylether zu entfernen. Der
erhaltene weil3e Feststoff wird ohne weitere Reinigung fur die Reduktionen eingesetzt.

7.4.5 Reduktion mit Lithiumbordeuterid

Es wird eine Stammlésung des Reduktionsmittels hergestellt. Dazu werden in 4.6 ml abs.
Diethylether 44 mg (1.7 mmol) Lithiumbordeuterid und 70 pl (1.7 mmol) Methanol gel6st. Zu
0.5 mg C4-HSL werden 200 pl dieser Stammlésung gegeben und fur 1 h bel 50 °C erhitzt.
Anschlieffend wird mit 150 pl 1 N Salzsdure hydrolysiert und die Losung mit 200 pl Wasser
verdinnt. Nach mehrfacher Extraktion mit DCM wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Stickstoffstrom bei 50 °C entfernt. Zu dem Ruckstand gibt man 100 pl
MSTFA und erhitzt 30 Minuten lang bel 50 °C. Nachdem das Uberschiissige
Derivatisierungsreagenz bei 50 °C im Stickstoffstrom vollstéandig entfernt worden sind, wird

die Probe in ungefdhr 100 ul DCM aufgenommen und per GC/MS analysiert.
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7.4.6 Reduktion mit Natriumbordeuterid und Lithiumsalz?®

Fir die Reduktion wird eine Stammlésung aus 191 mg (4.5 mmol) Lithiumchlorid und
170 mg (4.5 mmol) Natriumborhydrid in 12 ml abs. THF hergestellt. 200 pl dieser
Stammlésung werden auf 0.5 mg Homoserinlacton gegeben und fur 45 Minuten auf 50 °C
erhitzt. Anschlief3end wird die Losung mit 200 ul 1 N Salzsdure hydrolysiert und 200 pl
Wasser hinzugegeben. Die waéssrige Phase wird mehrfach mit DCM extrahiert. Die
vereinigten Extrakte werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und anschlief3end bei 50 °C im
Stickstoffstrom vom Lésungsmittel befreit. Zum Rickstand werden 100 pl MSTFA gegeben
und far 30 Minuten auf 50 °C erhitzt. Die Reaktionsriicksténde werden bei 50 °C im
Stickstoffstrom entfernt und der zurtickbleibende Feststoff in 100 pl DCM aufgenommen. Die
L 6sung wird per GC/MS analysiert.

7.4.7 Reduktion mit LiBH, und NaBD, 1:1

Es wird eine Stammlésung von 38 mg (0.91 mmol) Natriumbordeuterid und 19.8 mg
(0.91 mmol) Lithiumborhydrid in 5 ml abs. Diethylether hergestellt. Nach 1 Stunde Ruhren
bei Raumtemperatur werden 200 pl dieser Lésung zu 0.5 mg C4-HSL gegeben und die
Mischung 1 Stunde bel 50 °C erhitzt. Anschlief?end wird mit 200 ul 1 N Sazsaure
hydrolysiert und 150 pl Wasser hinzugefugt. Es wird viermal mit je 200 ul DCM extrahiert
und die vereinigten Extrakte Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels bei 50 °C im Stickstoffstrom wird auf den Riickstand 100 pl MSTFA gegeben
und far 30 Minuten auf 50 °C erhitzt. Das Uberschiissige MSTFA wird im Stickstoffstrom bel
50 °C entfernt und der Rickstand in 100 pul DCM aufgenommen. Die Lésung wird per
GC/MS anaysiert.

7.4.8 Reduktion mit Hojos Reagenz®

Kommerziell erhdtliches Kieselgel fur die Saulenchromatographie (0.063-0.200 mesh) wird
3 Stunden lang bei 170 °C im Hochvakuum getrocknet. 150 mg trockenes Kieselgel und
15mg (0.4 mmol) fein gepulvertes Lithiumaluminiumhydrid werden sorgféltig gemischt.
Dazu gibt man 500 pl abs. Diethylether und lasst fir 1 Stunde bei RT stehen. Anschlief3end



werden 0.5 mg Homoserinlacton gelést in 20 I DME hinzugegeben und man lésst die
Reaktionsmischung 3 Stunden lang bel RT stehen. Danach wird mit 1-2 Tropfen konz.
Ammoniumchlorid-Lésung hydrolysiert. Nach Beendigung der Gasentwicklung wird ein
weiterer Tropfen konz. Ammoniumchlorid-Losung hinzugegeben, um sicher zu sein, dass sie
Hydrolyse vollsténdig ist. Die Ldsung wird durch eine mit einem Wattebausch versehene
Pasteurpipette filtriert und der Rickstand exzessiv mit DCM gewaschen (ungeféhr 1 ml).
Nach Entfernung des Losungsmittels bei 50 °C im Stickstoffstrom, werden 50 pl MSTFA
dazugegeben und 30 Minuten bei 50 °C erhitzt. Abschlieflend wird das Uberschissige
Derivatisierungsreagenz bei 50 °C im Stickstoffstrom entfernt. Der Rickstand wird in 100 pl
DCM aufgenommen und per GC/MS analysiert.

Die Derivatisierung mit Lithiumaluminiumdeuterid verlauft analog.

Fur die Derivatisierung zur Erzeugung des |sotopenmusters fand eine molare 1:1-Mischung
von Lithiumaluminiumdeuterid und Lithiumaluminiumhydrid Verwendung.

7.4.9 Darstellung der Anthracenoyl-Derivate®*

. o) 0
[0) l)LIBH4 R
R. - > N +

2) 1-AnthranoyInitril H O. _0o

In ener typischen Reaktion werden 0.5 mg Homoserinlacton reduziert. Nach der
Aufarbeitung werden zu den vom Ldsungsmittel befreiten, vollstandig reduzierten

Homoserinlactonen 1 ml 0.1 % Triethylamin/Acetonitril gegeben. Nach Zugabe von 2 mg

65



Anthranoylnitril wird 3 Stunden lang bei 60 °C erhitzt. Die resultierende L6sung wird ohne
weitere Aufarbeitung in die HPLC injiziert. Auf3erdem wird das so derivatisierte C4-HSL per
GC/MS anaysiert.

7.4.10 Darstellung der Heptafluorbuttersdure-Derivate
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Die reduzierten AHLs werden in 15 pl Toluol gelést. Dazu gibt man 40 ug DMAP in 20 pl
Toluol und 35 pl Heptafluorbutterséaureanhydrid. Zum vollstandigen Losen wird die Ldsung 5
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min im Ultraschallbad behandelt. Anschliefend wird fir 20 min auf 60 °C erhitzt. Die
flichtigen Bestandteile werden im Stickstoffstrom entfernt und der Ruckstand in 100 pl

Toluol aufgenommen.

7.4.11 Reaktion mit TMSH

0.4 mg C4-HSL werden mit 100 pl TMSH-L6sung (0.25 M in Methanol) versetzt. Man |&sst
die Losung fur 3 Stunden bel RT stehen. Dann wird das Losungsmittel bei 50 °C im
Stickstoffstrom entfernt. Der Ruckstand wird in 100 pul Methanol aufgenommen und eine

Untersuchung per GC/M S durchgefihrt.

7.4.12 Derivatisierung mit Orthoameisensauretrimethylester®
OMe
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Es wird eine Stammldsung angesetzt. Dazu werden in einem ausgeheizten und mit Stickstoff
befullten Kolben 10 ml abs. Methanol, 1.1 ml (10 mmol) Orthoame senséuretrimethylester
und 50 pl (1 mmol) konz. Schwefelsdure gegeben. Diese Lésung wird 1 h bei

Raumtemperatur gerthrt.
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Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wird ein interner Standard verwendet. Bel den
folgenden Resktionen fand eine Lésung von 139 mg Heneicosan in 2.3 ml DCM
Verwendung (~20 mM).

In einer typischen Reaktion werden zu 0.5 mg Homoserinlacton eingewogen und mit 20 pl
des internen Standards, sowie 200 ul DCM versetzt. Von dieser Probe wird ein GC/IMS
aufgenommen. Nach Entfernen des Losungsmittels bel 50 °C im Stickstoffstrom werden
200 pl der Stamml6sung dazu gegeben und 16 h lang bei 50 °C erhitzt. Anschlief3end wird bei
50 °C das Losungsmittel im Stickstoffstrom entfernt. Der Riuckstand wird in 200 pl DCM
aufgenommen und mit 200 pl ges. Natriumhydrogencarbonatl 6sung gewaschen. Die wassrige
Phase wird noch mindestens dreimal mit je 200 pl DCM extrahiert und die vereinigten
Extrakte Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlief}end wird das Lésungsmittel entfernt
und der Rickstand in 100 pl DCM wieder aufgenommen.

7.4.13 Derivatisierung mit Orthoameisensauretrimethylester
(H9:D9 1:1)

Es wird eine Stammldsung angesetzt. Dazu werden in einem ausgeheizten und mit Stickstoff
befullten Kolben 2.84 ml abs. Methanol-d4, 2.20 ml abs. Methanol, 0.55 ml (5 mmol)
Orthoameisensauretrimethylester und 25 pl (0.5 mmol) Schwefelsdure gegeben. Diese
Losung wird 1 h bel Raumtemperatur gerdihrt.

In einer typischen Reaktion werden zu 0.5 mg Homoserinlacton eingewogen, 200 ul der
Stammldsung dazu gegeben und 16 h lang bel 50 °C erhitzt. Anschlief3end wird bel 50 °C das
Losungsmittel im Stickstoffstrom entfernt. Der Rickstand wird in 200 ul DCM aufgenommen
und mit 200 pl ges. Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen. Die wassrige Phase wird
noch mindestens dreimal mit je 200 ul DCM extrahiert und die vereinigten Extrakte tber
Magnesiumsulfat getrocknet. AnschlieRend wird das Losungsmittel entfernt und der
Riickstand in 100 pl DCM wieder aufgenommen.
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7.4.14 Darstellung von g-Methoxybutansauremethylester-Derivaten

mit Deutero-Ester-Markierung*
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80 mg Acetylchlorid werden in 1 ml Methanol-d4 geldst. 200 pl dieser Lésung werden auf
den Ruckstand aus einer mit C4-HSL und Orthoameisensauretrimethylester durchgefihrten
Derivatisierung gegeben. Die Mischung wird auf 50 °C erwdrmt. Nach 20 Stunden wird das
Losungsmittel bei 50 °C im Stickstoffstrom entfernt. Der Ruckstand wird in 100 pl DCM
aufgenommen und per GC/MS analysiert.

7.4.15 Darstellung von g-Methoxybutansauremethylester-Derivaten

mit Deutero-Ether-Markierung®

Es wird eine Stammldsung angesetzt. Dazu werden in einem ausgeheizten und mit Stickstoff
beflillten Kolben 1 ml Methanol-d4, 110 pl (1 mmol) Orthoameisenséuretrimethylester und
5 pl (0.1 mmol) Schwefelsdure gegeben. Diese Lésung wird 1 h bei Raumtemperatur gertihrt.
Es werden zu 0.5 mg C4-HSL 200 pl der Stammlésung gegeben und 16 h lang bei 50 °C
erhitzt. Anschliefiend wird bei 50 °C das Lésungsmittel im Stickstoffstrom entfernt. Der
Rickstand wird in 200 ul DCM aufgenommen und mit 200 pl  ges
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die wéassrige Phase wird noch mindestens

dreimal mit je 200 pl DCM extrahiert und die vereinigten Extrakte Uber Magnesiumsulfat
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getrocknet. Anschlief3end wird das L ésungsmittel entfernt und der Rickstand in 100 pl DCM
wieder aufgenommen.

80 mg Acetylchlorid werden in 1 ml abs. Methanol gel6st. 200 ul dieser Lésung werden auf
den Ruickstand aus der Derivatisierung gegeben. Die Mischung wird auf 50 °C erwdrmt. Nach
5 Stunden wird das L ésungsmittel bei 50 °C im Stickstoffstrom entfernt. Der Rickstand wird
in 100 ul DCM aufgenommen und per GC/MS analysiert.
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8 Anhang

8.1 Abklrzungen

abs.
ACN
AHL
BINAP
CID

DCC
DCM
DME
DMAP
EDC
EI-MS
GC
GC/IMS
ges.
HFB
HFBA
HOBT
HSL
Hz

konz.
MHz
MSTFA
m/z
NMR

ppm
rac.

absolutiert

Acetonitril

N-Acylhomoserinlacton
1,1'-Binaphtyl-2,2’ -diphenylphosphin
collision-induced dissociation

chem. Verschiebung in ppm
Dicyclohexylcarbodiimid
Dichlormethan

Dimethylethylether
4-(N,N-Dimethylamino)pyridin
(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid
Electron Impact Mass Spectrometry
Gaschromatographie

gekoppelte Gaschromatographie-M assenspektrometrie
gesattigt

Heptafluorbuttersaure
Heptafluorbuttersaureanhydrid
1-Hydroxybenzotriazol
Homoserinlacton

Hertz

K opplungskonstante

Konzentriert

Megahertz

N-Methyl- N-trimethylsilyl-trifluoracetamid
Masse pro Elementarladung

Nuclear Magnetic Resonance

parts per million

racemisch
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RT Raumtemperatur

THF Tetrahydrofuran
TIC Total-1onenstrom-Chromatogramm
TMSH Trimethylsulfoniumhydroxid
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Abbildung 8-1: ESI-MS von C4-HSL, Stammldsung ¢ = 0.3 mg/ml in 50 % MeOH (aq), 10 ul davon
verdunnt in 500 pl ACN und 95 pl Wasser, 1 % Ameisensaure, heated capillary bei 180 °C,
144.2 =Background aus ACN, 172.0 = [M+H]", 193.9 = [M+Na]’ 2040 = [M+MeOH+H]",
226.0 =[M+MeOH+Na]".
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Abbildung 8-2: ESI-MS von 3-OH-C10-HSL, ¢ = 20 pg/ml in ACN, heated capillary bei 185 °C,
144 = Background aus ACN, 272.1 = [M+H]", 294.1 = [M+Na]", 310.1 =[M+K]".
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Abbildung 8-3: Produktionen-Analyse (MS? von a) [C4-HSL+H]*(172) be 22 'V,

b) [3-O-C6-HSL +H]"(214) bei 22 V, ¢) [3-OH-C10-HSL+H]"(272) bei 22 V, d) [C12-HSL+H]"(284) bei
24V, e) [C14-HSL+H]*(312) bei 24 V rel. Kollisionsener gie.
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Abbildung 8-4: ESI-Massenspektrum von einem HSL-Mix: ¢(C4-HSL) 0.9 mg/ml,
¢(3-0O-C6-HSL)=0.6 mg/ml, ¢(3-OH-C10-HSL) = 0.9 mg/ml, ¢(C1l2-HSL) = 12 mg/ml,
c(C14-HSL) =1.2 mg/ml in50 % ACN (aq), tber Nacht bei 50 °C in der 80fachen Menge MeOH, Zusatz
von 1.5 % Ammoniumacetat, 172 = [C4-HSL+H]", 194 = [C4-HSL+Na]*, 204 = [C4-HSL+MeOH+H]",

214 = [3-O-C6-HSL+H]", 226 = [CA-HSL+MeOH+Na]’, 236 = [3-O-C6-HSL+NaJ",
246 =[3-O-C6-HSL+MeOH+H]*, 268 = [3-O-C6-HSL+MeOH+Na]*, 272 = [3-OH-C10-HSL+H]",
284 =[C12-HSL+H]*, 294 = [3-OH-C10-HSL+Na]’, 304 = [3-OH-C10-HSL+MeOH+H]",
306 =[C12-HSL+Na]*, @ 312 =  [C14-HSL+H]*, 316 = [C12-HSL+MeOH+H]",
326 =[3-OH-C10-HSL+MeOH+Na]*, 334 = [C14-HSL+Na]*, 338 = [C12-HSL+MeOH+Na]",

344 = [C14-HSL +MeOH+H]", 366 = [C14-HSL +MeOH+Na]*.
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Abbildung 8-5: Produktionen-Analyse (MS?) der g-Hydroxymethylester von
a)[C4-HSL+MeOH+H]"(204) bei 18 V, b) [3-O-C6-HSL+MeOH+H]"(246) bel 15 'V,
¢) [3-OH-C10-HSL +M eOH+H]*(304) bei 20 V, d) [C12-HSL+MeOH+H]*(316) bei 22 V,
€) [C14-HSL +MeOH+H]"(344) bei 20V rel. Kollisionsener gie.
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Abbildung 8-6: Produktionen-Analyse ~ (MS®) von a) [3-O-C6-HSL +H]"(214) aus
[3-O-C6-HSL +M eOH+H]*(246) bei 20 Vv, b) [3-OH-C10-HSL +H]*(272) aus
[3-OH-C10-HSL+MeOH+H]*(304) bei 20 V, ¢) [C12-HSL+H]*(284) aus [C12-HSL+MeOH+H]*(316) bei
21V, d) [C14-HSL+H]"(312) aus[C14-HSL+MeOH+H]"(344) bei 22 V rel. Kollisionsenergie.
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Abbildung 8-7: Einzelmassenchromatogramme einer LC/MSvon a) M = 194+0.5 [M+Na]" (C4, 1.1 ug/ml
ACN 50 % (aq)), b) M = 23620.5[M+Na]* (3-O-C6, 0.8 ug/ml ACN 50 % (aq)), ¢) M = 294+0.5 [M+Na]”
(3-OH-C10, 1.1 pg/ml ACN 50 % (aq)), d) M = 306+£0.5 [M+Na]" (C12, 1.5 ug/ml ACN 50 % (aq)),
€)M =334+05 [M+Na]® (C14, 1.3 upg/ml ACN 50 % (aq)) an 125x2 RP18 end-capped,
10 ul Injektionsvolumen, Flussrate: 0.3 ml/min, Laufmittel: H,O und Acetonitril, Gradient: 3 min
5% Acetonitril (aq), 3-23 min linear auf 100 % Acetonitril, 23-33 min 100 % Acetonitril.
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Abbildung 8-8: Einzelmassenchromatogramme einer LC/MS von a) M = 194+0.5 [C4+Na],
b) M = 226+0.5 [C4+MeOH+Na]", ¢) M = 23620.5 [3-O-C6+Na]’, d) M = 268+0.5 [3-O-C6+MeOH+Na]",
€) M = 294+0.5 [3-OH-C10+Na]", f) M = 326 [3-OH-C10+MeOH+Na]*, g) M = 306 [C12+Na],
h) M = 338 [C12+MeOH+Na]", i) M = 334 [C14+Na]", j) M = 366 [C12+MeOH+Na]", an 125x4 RP18 end-
capped, 10 pl Injektionsvolumen, Flussrate: 0.8 ml/min, Laufmittel: H,O und Methanol, Gradient: 3 min
5 % Methanol (aq), 3-23 min linear auf 100% Methanol, 23-33 min 100 % Methanol. Eingesetzte
Konzentrationen: C4: 1.1 ug/ml, 3-O-C6: 0.8 ug/ml, 3-OH-C10: 1.1 pg/ml, C12: 1.5 ug/, C14: 1.3 pg/ml in
MeOH 50 % (aq).
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Abbildung 8-9: EI-M assenspektrum von C4-HSL reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-10: El-Massenspektrum von C8-HSL reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-11: El-Massenspektrum von C12-HSL reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-12: EI-Massenspektrum von C14-HSL reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-13: El-Massenspektrum von 3-OH-C10-HSL reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-14: El-Massenspektrum von 3-O-C6-HSL reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-15: EI-Massenspektrum von C4-HSL mit Hojos Reagenz reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-16: EI-Massenspektrum von C4-HSL mit Hojos Reagenz (deuteriert) reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-17: El-Massenspektrum von C4-HSL mit Hojos Reagenz (H/D 1:1) reduziert und silyliert.
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Abbildung 8-18: El-Massenspektrum von C4-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-19: El-Massenspektrum von C8-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-20: El-Massenspektrum von C12-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-21: El-Massenspektrum von C14-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-22: El-Massenspektrum von 3-OH-C10-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-23: NICI-Massenspektrum von C4-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-24: NICI-Massenspektrum von C8-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-25: NICI-Massenspektrum von C12-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-26: NICI-Massenspektrum von C14-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-27: NICI-Massenspektrum von 3-OH-C10-HSL reduziert, HFBA-Derivat.
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Abbildung 8-28: EI-M assenspektrum des g-M ethoxybutansdur emethylester-Derivats von C4-HSL .
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Abbildung 8-29: EI-M assenspektrum des g-M ethoxybutansdur emethylester-Derivats von C8-HSL .
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Abbildung 8-30: EI-Massenspektrum des g-M ethoxybutansdur emethylester-Derivats von C12-HSL .
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Abbildung 8-31: EI-Massenspektrum des g-M ethoxybutansauremethylester-Derivatsvon C14-HSL.
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Abbildung 8-32: El-Massenspektrum von C4-HSL Orthoameisensauretrimethylester (H:D 1:1)Produkt.
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Abbildung 8-33: EI-Massenspektrum von C8-HSL Orthoameisensaur etrimethylester (H:D 1:1)-Produkt.
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Abbildung 8-34: El-Massenspektrum von C12-HSL Orthoameisensaur etrimethylester (H:D 1:1)-Produkt.
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Abbildung 8-35: El-Massenspektrum von C14-HSL Orthoameisensiuretrimethylester (H:D 1:1)-Produkt.
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Abbildung 8-36: ESI-Massenspektrum von C8-HSL -Orthoameisensduretrimethylester (H/D 1:1)-Produkt
mit 1.5 % Ammoniumacetat, optimiert auf maximale I ntensitat von M = 274.2 [M+H]".
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Abbildung 8-37: ESI-Massenspektrum von C12-HSL-Orthoameisensauretrimethylester(H/D 1:1)-
Produkt, in 100 pl DCM, 12.5fach mit MeOH verdinnt, optimiert auf maximale Intensitat von M = 352.2
[M+Na]*.
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Abbildung 8-38: ESI-Massenspektrum von C14-HSL-Orthoameisensauretrimethylester(H/D  1:1)-
Produkt, in 100 pl DCM, 12.5fach mit MeOH verdinnt, optimiert auf maximale Intensitat von M = 380.2
[M+Na]*.
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Abbildung 8-39: ESI-Massenspektrum von 3-OH-C10-HSL Orthoameisensiuretrimethylester (H:D 1:1)-
Produkt, in 100 pl DCM, 12.5fach mit MeOH verdinnt, optimiert auf maximale Intensitat von M = 340.2

[M+Na]*.
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Abbildung 8-41: El-Massenspektrum C4-HSL Orthoameisensauretrimethylester-Produkt (d4-Ether).
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Abbildung 8-42: El-Massenspektrum C4-HSL Orthoameisensauretrimethylester-Produkt (d4-Ester).
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Abbildung 8-43: Vorlauferionen-Analyse von 88 an dem g-M ethoxybutansduremethylester-Derivat von
C14-HSL.
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