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An idealist is one who,
on noticing that a rose smells better than a cabbage,

concludes that it will also make a better soup.

H. L. Mencken (1880-1956)
A Book of Burlesques, Sententia (1920)
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Abstract

Analog to drug design the prediction of odour threshold values is still an exciting area of re-
search as it would enable a more precise planning of the synthesis of new flavour compounds
instead of the more trial and error-like way which is still implemented in many cases today. In
spite of increasing knowledge about the mechanisms determining the human sense of smell
and a rising number of publications on structure odour relationships the development of a
powerful tool for prediction of odour threshold values is still missing. Additionally, very few

studies considered stereochemical information yet.

The variation in odour intensity for the eight stereosisomers of 3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-
tetrahydro-2(3H)-benzofuranone (wine lactone) is an example how subtle differences in their
three dimensional structure have a crucial impact on their odour intensity. While all of them
display the same sweet coconut-like odour, their odour threshold values vary over eight orders
of magnitude between 10™ and 1000 ng/1 air. This observation provided the incentive for sys-
tematic investigation of the underlying structure odour relationships of lactones as it has been

done in the present study.

The present study was based on a data set consisting of the eight stereoisomers of 3,6-
Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranone, their sixteen saturated derivates (3,6-
Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranone) as well as a number of monocyclic y-

und d-lactones adding up to 62 lactonic structures.

If not commercially available, the compounds were synthesized via enantioselective methods
and their odour threshold values were determined by chiral GC/Olfactometry. Most of the
lactones showed either coconut-like or peach-like odour qualities. Odour threshold values

were confirmed by a panel of 5 participants.

Lowest odour threshold values for coconut-like odour were found for (3S,3aS,6R,7aR)-3,6-
Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2al), (3S,3aS,6S,7aR)-3,6-Dimethyl-
3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2a2) and (3S,3aS,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-
tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1a, wine lactone). Lowest odour threshold values for peach-

like odour quality were displayed by S-8-Dodecalactone and R-y-Dodecalactone. A superpo-
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sition of these compounds was therefore used as reference for coconut-like and peach-like

odour respectively.

Furthermore, a systematic computational method for investigation of structure odour relation-
ships was developed. This method included the calculation of energy minimized three-
dimensional molecular models of the compounds, calculation of their molecular surfaces as
well as the Electrostatic Potential (ESP) as a characteristic surface property. Afterwards statis-
tical methods such as Kohonen Neural Networks and Partial Least Square Regression were
successfully implemented in order to build predictive models for coconut-like and peach-like

odour respectively as well as identification of important molecular regions.

The fact that the actual conformation of the ligand at the olfactory receptor is unknown while
predictive tools could only be developed by reverting to energy minimized structures is gen-
erally regarded as a weakness of such studies. Therefore a similarity study for peach-like
odour quality has been implemented with both, energy minimized and dynamic structures.
The dynamic structures include the superposition of all conformations which show a maxi-
mum difference of 1 kcal/mol from the conformation with the lowest energy. Both sets of
molecular models have been subject to the same calculation procedure including Kohonen
Neural Network technology and Partial Least Square Regression. The resulting predictive
models do not show a significant difference in predictive ability. This confirms that-in the
case of the present study-the implementation of energy minimised structures is appropriate in

order to simplify investigation of structure odour relationships.
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1. Einleitung und Motivation 1

1. Einleitung und Motivation

Trotz zunehmender Aufkldarung iiber Funktion und Signaliibertragung des menschlichen Ge-
ruchsinns [Kajiya, 2001; Pelosi, 2001; Frings, 2001; Korsching, 2001; Araneda, 2000; Mom-
baerts, 1999; Malnic, 1999; Mori, 1995] sind viele Fragen weiterhin unbeantwortet. Zum Bei-
spiel ldsst sich bis heute nicht zweifelsfrei erklidren, wie der Mensch tausende von Geruchstof-
fen unterscheiden und auch neue, unbekannte Aromastoffe wahrnehmen und beschreiben
kann. Des Weiteren ist trotz zahlreicher Fallstudien im Bereich der Struktur-
Geruchsbeziehungen nicht eindeutig zu erkldren, welche funktionellen Gruppen fiir die Aus-
prigung einer Geruchsaktivitit verantwortlich sind, geschweige denn welche funktionelle
Gruppe welche Geruchsqualitit determiniert [Kraft, 2000; Bajgrowicz, 2000; Frater, 1998;
Chastrette, 1997; Rossiter, 1996].

Um die Zusammenhédnge zwischen Struktur und Geruch einer Verbindung niher zu betrach-
ten, ldsst sich sowohl die Geruchsqualitét als auch die Geruchsintensitédt heranziehen: In Be-
zug auf die Geruchsqualitit ist die folgende, widerspriichliche Beobachtung erwédhnenswert,
die bisher nicht vollstindig erklédrt werden kann: Molekiile so unterschiedlicher Struktur wie
Benzaldehyd und Blausiure besitzen die gleiche Geruchsqualitdt wihrend Molekiile, die sich
so dhnlich sind wie das R- und das S-Enantiomer des Carvons unterschiedliche Geruchsquali-

tat besitzen [Rossiter, 1996].

Betrachtet man hingegen die Geruchsintensitidt von Aromastoffen liefern die acht Stereoiso-
mere des Weinlactons ein eindrucksvolles Beispiel dafiir, wie minimale Unterschiede in der
dreidimensionalen Struktur eines Molekiils sich auf die Geruchsintensitiit auswirken kénnen.
Obwohl bei allen die gleiche siie, kokosnussartige Geruchsqualitét ausgepragt ist, liegen die
Geruchschwellenwerte zwischen 1-107> und 1000 ng/l Luft, unterscheiden sich also um acht

Zehnerpotenzen. [Guth, 1996].

Diese Entdeckung lieferte den Anstof3, die Zusammenhédnge zwischen der dreidimensionalen
Struktur dieser Aromastoffe und ihrer Geruchsaktivitiit niher zu untersuchen. Hierbei wurden
neben den acht Stereoisomeren des Weinlactons, einem ungeséttigten bicyclischen y-Lacton,
auch dessen 16 gesittigte Derivate sowie eine Reihe kommerziell erhéltlicher monocyclische

v- und d-Lactone in die Untersuchungen einbezogen.



1. Einleitung und Motivation 2

Die betreffenden Substanzen wurden, wenn nicht kommerziell erhiltlich, selbst synthetisiert
und anschlieBend mit chiraler GC/Olfaktometrie in Bezug auf ihre Geruchsqualitit und Ge-
ruchsintensitédt charakterisiert. AuBlerdem wurde eine Methode zur systematischen Untersu-
chung von Struktur-Aktivititsbeziehungen mittels computerchemischer Kalkulationsmetho-
den entwickelt. Hierbei wurden zunichst mittels Molecular Modelling dreidimensionale Mo-
lekiilmodelle sowie das elektrostatische Potential als charakteristische Oberfldcheneigenschaft
berechnet. Anschlieend wurden mittels Neuronaler Netze (Kohonen Technik) [Gasteiger,
1998; Kohonen, 1982] und Partial Least Square Regression (PLS) systematische Ahnlich-

keitsstudien zur Aufdeckung von Struktur-Geruchsbeziehungen durchgefiihrt.



2. Theorieteil 3

2. Theorieteil

2.1. Allgemeines

Geruchs- und Geschmackseindriicke sind das Ergebnis einer direkten Wechselwirkung mit
den aus der Lebensmittelmatrix freigesetzten fliichtigen, aromaaktiven Verbindungen mit den
olfaktorischen Rezeptoren des menschlichen Geruchsinns. In diesem Zusammenhang finden
sowohl Wechselwirkungen zwischen Lebensmittel und Aromastoff statt, als auch Wechsel-
wirkungen zwischen Aromastoff und Geruchsinn. Diese Arbeit konzentriert sich auf die nédhe-
re Untersuchung der Eigenschaften einer bestimmten Gruppe von Stimulanzien, den Lactonen

und ihren Wechselwirkungen mit den olfaktorischen Rezeptoren, ausgedriickt in ihren Ge-

ruchschwellenwerten.
Lebensmittel Aromastoff Geruchsinn
Matrix Stimulus Rezeptor

Abbildung 2.1: Gesamtsystem Lebensmittel-Aromastoff-Geruchsinn

2.1.1. Aromastoffe

Aromastoffe sind Riechstoffe, die sowohl ortho- als auch retronasal iiber den Geruchsinn
wahrgenommen werden konnen. In Abgrenzung davon, handelt es sich bei den Geschmacks-
stoffen um schwerfliichtige Verbindungen, die iiber die Geschmacksrezeptoren, welche auf
der Zunge lokalisiert sind, wahrgenommen werden. Dabei konnen nach heutigem Kenntnis-
stand die fiinf Grundgeschmacksrichtungen siif3, sauer, bitter, salzig und umami unterschieden
werden. Geruch- und Geschmackstoffe prigen gemeinsam mit der Textur, die iiber den Tast-
sinn wahrgenommen wird, den so genannten "Flavour" eines Lebensmittels [Rehner, 1999;

Belitz, 1992; Ohloff, 1990].

Aromastoffe zeichnen sich dadurch aus, dass es sich um leicht fliichtige, hydrophobe Molekii-

le niedrigen Molekulargewichts handelt. Das hochste Molekulargewicht, das bisher fiir einen
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Aromastoff gefunden wurde, betrigt 294 Dalton fiir das Labdanderivats 13,20-Diepoxy-
14,15,16-trisnor-labdan C;gH3903. Das in Abbildung 2 dargestellte Epimer A hat einen inten-
siven amberartigen Geruch, wihrend das Epimer B eine wesentlich geringere Geruchsintensi-

tiat aufweist [Demole, 1967].

Epimer A Epimer B

Abbildung 2.2: Epimere A und B von 13,20-Diepoxy-14,15,16-trisnor-labdan C;gH3¢03

Obwohl es sich um kleine hydrophobe Molekiile handelt, miissen geruchsaktive Substanzen
trotzdem geniigend Information in Form von funktionellen Gruppen tragen, um effektiv mit
den Geruchsrezeptoren in Wechselwirkung treten zu konnen und eine von mehreren hundert
moglichen charakteristischen Geruchsqualititen auszuprigen. Auf Grund der Bedeutung fiir
die Geruchsaktivitit eines Aromastoffs wurde der Begriff osmophore Gruppe fiir den polaren
Anteil des Molekiils geprigt [Ohloff, 1990].

Die geruchlichen Eigenschaften eines Aromastoffs sind charakterisiert durch die Geruchsqua-
litdt, z. B. kokosnussartig oder pfirsichartig, sowie die Geruchsintensitit ausgedriickt als Ge-
ruchsschwellenwert. Unter dem Geruchschwellenwert versteht man die niedrigste noch wahr-
nehmbare Konzentration eines Aromastoffes. Sie wird normaler Weise in ng/l Luft angege-

ben.

2.1.2. Wechselwirkungen von Aromastoffen

2.1.2.1 Wechselwirkungen von Aromastoffen mit der Lebensmittelmatrix

Fliichtige Bestandteile eines Lebensmittels stehen im Gleichgewicht mit dem Kopfraum iiber
dem Lebensmittel. Dabei ist die Kopfraumkonzentration iiber dem Lebensmittel nicht nur

abhéngig von der Fliichtigkeit des betreffenden Aromastoffes. Der Verteilungskoeffizient an

der Grenzfldche Lebensmittel / Luft wird ebenfalls beeinflusst von der Beschaffenheit der
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Lebensmittelmatrix. Lipide konnen zum Beispiel die Loslichkeit von Aromastoffen im Le-
bensmittel erhchen, wihrend eine hohe Salzkonzentration den Ubergang der Aromastoffe in
die Gasphase begiinstigen kann. Proteine konnen durch spezifische sowie unspezifische Bin-
dung die Aromastoffe im Lebensmittel einschlieen [Guth, 2004]. Das gleiche gilt fiir Wech-
selwirkungen mit Polysacchariden. Dieser Effekt wird zum Beispiel ausgenutzt bei der Ein-
kapselung von Aromastoffen durch Spriihtrocknung mit Polysacchariden wie Gummi arabi-
cum, Maltodextrin und modifizierter Stirke. Aulerdem kommt die Bildung von Einschluf3-
verbindungen mit Cyclodextrinen in Frage. Dadurch werden die fliichtigen Aromastoffe im
Lebensmittel besser zuriickgehalten und erst dann freigesetzt, wenn die makromolekulare

Hiille durch Erwédrmen beim Kochprozess aufgelost wird [Belitz, 1992].

Die Aromastoffe, die sich im Gesamtsystem Lebensmittelmatrix-Aromastoff-Geruchsinn iiber
dem Kopfraum des Lebensmittels befinden, machen also sein charakteristisches Aromaprofil
aus. Dabei ist zu beachten, dass aufgrund oben erwihnter Wechselwirkungen mit der Matrix
nicht alle im Lebensmittel enthaltenen Aromastoffe zur Ausprigung des jeweils charakteristi-
schen Aromas beitragen. Das Weinlacton besitzt zum Beispiel einen Geruchschwellenwert
von 1-107 ng/1 Luft, hat sich aber als ungeeignet zur Aromatisierung von Joghurt erwiesen, da
die Komplexierung durch die vorhandenen Milchproteine die Freisetzung aus dem Lebens-
mittel vermindert (unverdffentlichte Daten). Diese Wechselwirkungen von Aromastoffen mit
der Lebensmittelmatrix stellen einen Forschungsansatz dar, der im Rahmen der COST Aktio-

nen 96 und 921 verfolgt wird [http://www.cost921.uni-wuppertal.de].

2.1.2.2. Wechselwirkungen von Aromastoffen mit dem Geruchsinn

Im Rahmen dieser Arbeit fand eine Fokussierung auf die Struktur des Stimulus selbst und
dessen Wechselwirkung mit den Geruchsrezeptoren statt (Abbildung 2.1). Da die Struktur
und Beschaffenheit der Geruchsrezeptoren unbekannt ist, erfolgt eine Ableitung der Wech-
selwirkungsfahigkeit des Aromastoffes aus seinen Geruchschwellenwerten. Die Ableitung
von Struktur-Geruchsbeziehungen erfolgte mittels computerchemischer Methoden, auf die im

Kapitel 2.3. Struktur-Aktivititsbeziehungen niher eingegangen wird.
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2.2. Der Geruchsinn

2.2.1. Morphologie

Der Mensch besitzt bis zu 50 Millionen olfaktorische Sinneszellen, die von einem Vielfachen
an Stiitz- und Basalzellen begleitet werden. Sie sind im Riechepithel (Riechschleimhaut, Re-
gio olfactoria) am oberen Nasendach lokalisiert. Das menschliche Riechepithel ist etwa 100-
200 pum dick und nimmt eine Fliche von 2-3 cm’ ein. Die darin eingebetteten Riechzellen
sind primdre Sinneszellen, die als Ausnahmeerscheinung unter den reifen Nervenzellen, die
Fahigkeit zur mitotischen Teilung haben. Sie werden nach einer mittleren Lebensdauer von 20

bis 60 Tagen aus den Basalzellen des Epithels erneuert [Rehner, 1999; Ohloff, 1990].

Riechzellen sind bipolare Neuronen. Ihr apikaler Fortsatz ist ein unverzweigter Dendrit, des-
sen leicht verdicktes Ende 5-20 zilienformige Fortsitze trigt. Diese Riechhirchen bilden in
der Schleimhaut eine verfilzte Schicht, die als chemorezeptive Oberfldache dient. In der Ci-
lienmembran sind die Rezeptorproteine, die zur Familie der 7-Transmembranproteine geho-
ren, lokalisiert. Es handelt sich um G-Protein-gekoppelte integrale Membranproteine, die die
Cilienmembran mit sieben o-Transmembranhelices durchziehen. In jedem Riechneuron wird
nur ein einziges von ca. 1000 verschiedenen Rezeptorproteinen exprimiert [Rehner, 1999;

Malnic, 1999; Mori, 1995; Ohloff, 1990].

Der zweite Fortsatz der Riechneuronen lduft in ein etwa 0,2 pum diinnes Axon aus. Die Axone
lagern sich zu Biindeln, den so genannten Filia olfactoria zusammen und werden durch die
Siebplatte des Nasenbeins in den Riechkolben des Vorderhirns (Bulbus olfactorius) geleitet.
Dort laufen sie mit den sekundiren Neuronen in den als Glomeruli bezeichneten, knduelarti-

gen Ballungen zusammen [Rehner, 1999; Mori, 1995; Ohloft, 1990].

Wichtig fiir die Differenzierung von Geruchsqualititen scheint hier die Tatsache zu sein, dass
in einem Glomerulus jeweils nur die Axone eines Typs von Neuronen konvergieren. Und
zwar konvergieren genau diejenigen Neuronen, in denen das gleiche Rezeptorprotein expri-
miert wird (olfaktorische Konvergenz). Von dort wird die olfaktorische Information iiber den

Riechstrang sowohl in das Riechhirn (Rhinenzephalon) als auch in iibergeordnete Teile des
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Gehirns weitegeleitet (olfaktorische Divergenz) [Malnic 1999; Mori 1995; Axel, 1995], siehe

auch Kapitel 2.2.4 dieser Arbeit zur Unterscheidung von Geriichen.

Neben den Riechneuronen, Stiitz- und Basalzellen ist das Riechepithel noch durchsetzt von
den so genannten Bowmannschen Driisen, deren Sekret das gesamte Riechepithel bedeckt.
Die Cilienmembranen mit ihren Geruchsrezeptoren sind also eingebettet in einen komplex
zusammengesetzten Mucus. Er enthélt unter anderem Mucine, Olfaktomedine, Kohlenhydra-

te, Enzyme und Odorant Binding Proteins (OBP) [Rehner, 1999].

Mucine sind Glykoproteine, die Wassermolekiile an der Oberfldche der Sinneszellen festhal-
ten. Die peri-Rezeptor-Ereignisse finden also in wissrigem Medium statt. Gleichzeitig ist an-
zunehmen, dass die in diesem Medium ausgebildeten Hydrathiillen zur Bildung des eines Re-
zeptor-Ligand Komplexes aus Aromastoff und Geruchsrezeptor abgestreift werden miissen.

[Pelosi, 2001; Rehner, 1999].

Olfaktomedine sind Polypeptide, die zur Struktur und Elastizitit des Mucus beitragen, wéh-
rend Enzyme am Abbau der Odorantien beteiligt sind. Komplexbildung von Geruchstoffen
mit Kohlenhydraten kann zu Konformationsénderungen fiihren, die die Bindung an ein Re-

zeptorprotein begiinstigen [Rehner, 1999].

Dariiber hinaus wurde die Funktion der Odorant Binding Proteins (OBP) in zahlreichen Pub-
likationen diskutiert. Zundchst nahm man an, dass sie am Transport der Geruchstoffe an das
Rezeptorprotein beteiligt sind bzw. den Durchtritt der eher unpolaren Aromastoffe durch das
wissrige Medium zum Rezeptor hin erst ermoglichen. Neuere Untersuchungen zeigen, dass
dies allein einerseits wegen der geringen Anzahl unterschiedlicher OBP im Vergleich zur An-
zahl unterschiedlicher Aromastoffe sowie Rezeptorproteine und andererseits aufgrund der
kurzen Zeit, die zur Signalauslosung bendétigt wird, eher unwahrscheinlich ist. Deshalb nimmt
man inzwischen an, dass sie ebenfalls am Abbau von Aromastoffen beteiligt sein konnten.
Dariiber hinaus wird aufgrund der Strukturanalogie zu zahlreichen Pheromone Binding Prote-
ins (PBP) diskutiert, dass die OBP gar nicht im Zusammenhang mit dem Geruchsinn stehen,
sondern tatsdchlich keine Odorant-sondern Pheromone Binding Proteins sind. PBP sind er-
wiesenermalen in der Tierwelt an der Wahrnehmung von Pheromonen iiber das Vomeronasa-
lorgan (VNO) beteiligt. Es wird jedoch angenommen, dass das menschliche Vomeronasalor-

gan im Laufe der Evolution seine Funktion verloren hat, da eine analoge Funktion beim Men-
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schen bisher nicht bestitigt werden konnte [Pelosi, 2001; Brennan, 2001; Tegoni, 2000; Ke-
verne, 1999].

2.2.2. Signaliibertragung

Die olfaktorischen Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte 7-Transmembranproteine (7TM),
die in der Zilienmembran der Riechneuronen lokalisiert sind. Die Bindung eines Aromastoffs
an den Transmembranrezeptor bewirkt eine Konformationsidnderung des Rezeptorproteins,
die analog zur Signaltransduktion bei Photorezeptoren, Neurotransmitter- und Hormonrezep-
toren eine G-Protein-vermittelte Signalkaskade aktiviert [Frings, 2001; Mombaerts, 1999;
Mori, 1995; Axel, 1995; Lancet, 1993; Buck, 1991]

Der in Abbildung 2.3 dargestellte Hauptweg der Signaltransduktion verlduft {iber cylisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) als second messenger. Die Bindung eines Aromastoffs an
den Geruchsrezeptor bewirkt die Aktivierung des heterotrimeren G-Proteins und die Dissozia-
tion der o-Untereinheit Gr. G ist ein GTP-bindendes Protein, das in den Zilienmembranen
reifer Riechzellen exprimiert und von picomolaren Konzentrationen an Geruchstoffen akti-
viert wird. Gy ibertrdgt das Signal vom Rezeptorprotein auf eine Typ III-Adenylatcyclase
(AC), die cAMP aus ATP synthetisiert. Dies fithrt zum Anstieg des intrazelluliren cAMP-
Spiegels, der die Offnung eines spezifischen Cyclonucleotid-gesteuerten (GNG) Ionenkanals
bewirkt. Dies hat den Einstrom von Ca**-Ionen aus dem Mucus durch den gevffneten Tonen-
kanal in die Zilienlumen zur Folge. AuBerdem werden durch die erhdhte Ca**-Konzentration
gleichzeitig Ca-abhingige Cl'-Kanile geoffnet, und CI stromt aus der Zelle in den Mucus.
Dies fiithrt zur Depolarisierung der Zellmembran und zur Erzeugung eines Aktionspotentials.

[Frings, 2001; Rehner, 1999; Hatt, 1999; Goodenough, 1998; Mori 1995].

Dariiber hinaus wird auch ein Nebenweg der Signaliibertragung beschrieben, bei dem Inosi-
toltriphosphat (IP3) als second messenger involviert ist (Abbildung 2.4). Hier wird statt Ade-
nylatcyclase Phospholipase C (PLC) durch das aktivierte G-Protein angesprochen, was zur
Erhohung des IP3-Spiegels fiihrt, der wiederum IP;-gesteuerte Calciumkanile 6ffnet. Dies
fiihrt ebenfalls zur Depolarisierung der Zellmembran und zur Erzeugung eines Aktionspoten-
tials, das iiber die Axone der Riechneurone zum Riechkolben (Bulbus olfactorius) weiterge-

leitet wird [Rehner G et al (1999), Mori K et al (1995)].
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Na* Ca**
Geruchstoff ¢
Rezeptor
— Goir AC
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Abbildung 2.3: Hauptweg der Signaliibertragung iiber c-AMP als second messenger

Na* Ca*
Geruchstoff ¢
Rezeptor
— Goie PLC
o,B.y
\ ) Offnet
GTP GDP
Na* Ca®*

PIP,  DAG +1P;

Abbildung 2.4: Nebenweg der Signaliibertragung mit [P als second messenger
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2.2.3. Regeneration und Adaption

Da bereits 5-10 Sekunden nach der Auslosung eines olfaktorischen Signals, ein neues Signal
induziert werden kann, muss der Geruchsinn iiber sehr effektive Mechanismen zur Signalbe-
endung verfiigen. In diesem Zusammenhang werden verschiedene Mechanismen in der Lite-
ratur diskutiert:

Einerseits wird die Hemmung der Adenylatcyclase durch hohe Calciumkonzentrationen,
durch calciumbindende Proteine sowie durch Phosphoryllierung beschrieben. Andererseits
wird die Aktivitit der CNG-Kanile iiber einen negativen Feedbackmechanismus durch Ca®™*
gehemmt. AuBlerdem wird cAMP unter Beteiligung einer durch Ca”* aktivierbaren Phospho-
diesterase hydrolysiert, so dass das urspriingliche cAMP-Level schnell wieder hergestellt
wird. Als zusétzlicher Adaptionsmechanismus wird auch eine Phosphoryllierung der Rezep-
torproteine diskutiert. Dariiber hinaus transportieren Na/Ca-Austauschsysteme Calcium aus
dem Zellumen hinaus und verhindern damit auch die Ca**-abhingige Aktivierung der CI-
Kanile. Als weiterer Mechanismus spielt auch das aktive Ausschleusen von Ca®* mittels Ca-

ATPasen unter ATP-Verbrauch eine Rolle [Matthews, 2003; Frings 2001].

2.2.4. Unterscheidung von Geriichen

Da die Signalkaskade unabhingig von der Art des Geruchstoffsstoffes fiir alle Geruchsquali-
tiaten die gleiche ist, nimmt man an, dass die weitere Verschaltung der Neuronen verantwort-
lich ist fiir die Erkennung unterschiedlicher Geruchsqualititen. Dies wird durch die Beobach-
tung untermauert, dass die Axone von Neuronen in denen derselbe Rezeptortyp exprimiert

wird konvergieren [Malnic, 1999].

Dariiber hinaus unterscheidet man die "one odorant-one receptor” und die "multiple odorant-
multiple receptor"-Hypothese. Im ersten Fall geht man davon aus, dass jeweils nur ein Rezep-
tor fiir eine Geruchsqualitit verantwortlich ist. Differenzen in Geruchsintensitédten bei gleicher
Geruchsqualitit resultieren hierbei aus der unterschiedlichen Bindungsaffinitit der Liganden.
Bei der "multiple odorant-multiple receptor”- Hypothese geht man hingegen davon aus, das
jeder Aromastoff an mehrere Rezeptoren binden kann und umgekehrt. Man nimmt an, dass

hierbei fiir jede Geruchsqualitit ein charakteristisches Muster an angesprochenen Rezeptoren
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existiert. Dies wiirde auch die konzentrationsabhingige Anderung der Geruchsqualitiit, wie
sie z. B. fiir 4-Methyl-4-mercaptopentan-2-on in der Literatur beschrieben wird [Darriet,
1993] wie folgt erkldren: Bei erhohter Konzentration werden auch Rezeptoren angesprochen,
an die der Aromastoff nicht optimal binden kann, so dass sich ein anderes Muster an ange-
sprochenen Rezeptortypen ergibt als bei niedrigen Konzentrationen. Folglich entsteht auch ein

anderer Geruchseindruck [Malnic, 1999].

2.3 Struktur-Aktivititsbeziehungen

Die Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen stiitzt sich auf das Postulat, dass die
biologische Aktivitit einer Verbindung eine Funktion ihrer Struktur ist. In diesem Zusam-
menhang wurden insbesondere in der Medizinalchemie unter dem Begriff Quantitative Struc-
ture-Activity Relationships (QSAR) zahlreiche Anstrengungen vorgenommen, dieses Postulat
umzukehren und Vorhersagemodelle zu entwickeln mit dem Ziel einer gezielteren und effek-
tiveren Synthese neuer Wirkstoffe. Hierbei werden leicht zugéngliche Deskriptoren generiert
und als unabhingige Variablen mittels statistischer Korrelationsverfahren mit der biologi-

schen Aktivitit als abhingiger Variablen korreliert [Selassie, 2003].

Die Anzahl an moglichen Deskriptoren zur mathematischen Beschreibung eines Molekiils
reicht von einfach zuginglichen physikalisch-chemischen Eigenschaften wie zum Beispiel
Molekulargewicht und Siedepunkt bis hin zu komplexen mathematischen Modellen zur Bere-
chung topologischer und elektrotopologischer Indices. Im Folgenden werden die fiir die

QSAR Forschung wichtigsten Aspekte kurz zusammengefasst.

2.3.1 Protein-Ligand Wechselwirkungen

Erster Schritt bei der Auslosung eines Geruchseindruckes ist die Bindung eines Aromastoffes
(Ligand) an einen olfaktorischen Rezeptor. Wichtig ist hierbei, dass der Geruchstoff die rich-
tige GroBe und Gestalt aufweist, um nach dem Schliissel-Schloss Prinzip optimal in die Prote-
inbindetasche hineinzupassen. Dieser Aspekt wird von zahlreichen sterischen Parametern
beschrieben, wie zum Beispiel der Molrefraktion (MR), den Sterimol Parametern nach Ver-

loop und den Konnektivititsindizes nach Randi¢ bzw. Kier und Hall [Selassie, 2003; Randi¢,
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2001; Hall, 2001; Bohm, 1996; Kier, 1977]. Dariiber hinaus ist es aber auch notwendig, dass
die Oberflicheneigenschaften von Ligand und Rezeptor zueinander passen, damit sich spezi-
fische Wechselwirkungen ausbilden konnen. Wichtige Wechselwirkungstypen sind Wasser-
stoffbriickenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen und entropische Beitrige [Selassie,

2003; Bohm, 1996].

2.3.1.1. Sterische Deskriptoren

Die Molrefraktion

Einer der am meisten benutzten sterischen Parameter ist die Molrefraktion MR. Sie korreliert
in erster Nidherung mit der GroBe eines Restes und kann daher angesehen werden als ein gro-
bes MaB fiir den Umfang bzw. die Sperrigkeit eines Molekiils. Tatsdchlich beinhaltet die Mol-

refraktion die Polarisierbarkeit eines Molekiils und hédngt iiber die Gleichung:

MR=4nNo/3 0))

mit den London Dispersionskriften zusammen. N ist die Avogadrokonstante und o die Pola-
risierbarkeit des Molekiils. Es enthilt keine Information iiber die Form des Molekiils. Dariiber

hinaus ist die Molrefraktion ebenfalls definiert tiber die Lorentz-Lorenz Gleichung:

MR = [(n*-1)/(n*+2)][MW/density] ()

MW ist das Molekulargewicht und n der Brechungsindex.

Bei Alkylsubstituenten besteht eine hohe Kollinearitit mit der Hydrophobitit einer Verbin-
dung. Die dreidimensionale Struktur eines Molekiils wird durch die Molrefraktion nur unzu-
langlich beschrieben, denn der MR Deskriptor unterscheidet nicht die Form eines Substituen-
ten. Zum Beispiel sind die MR-Werte fiir die beiden Reste -CH,CH,CH,CH,CH; und
C(Et)(CH3); beide gleich: 2,42. Trotz dieser Einschrankungen deutet die extensive Erfahrung
mit diesem Parameter darauf hin, dass negative Koeffizienten eine sterische Hinderung im

aktiven Zentrum implizieren, wéhrend positive MR-Werte auf dipolare Wechselwirkungen
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oder eine giinstige Positionierung eines Liganden zur Ausbildung von Wechselwirkungen

hindeutet. [Selassie, 2003; Bohm, 1996].
Sterimol Parameter

Ein weiterer sterischer Deskriptor sind die STERIMOL Parameter nach Verloop. Diese De-
skriptoren beschreiben sterische Bediirfnisse eines Substituenten entlang verschiedener, fest-
gelegter Achsen. Die Verloop Parameter definieren hier geometrisch eine Lange in Richtung
der Bindung eines Substituenten an sein Geriist und senkrecht dazu unterschiedliche Breiten
des Substituenten. Diese ligandenzentrierte Orientierung fiihrt nicht immer zum Erfolg. Ein

Ausweg bieten hier so genannte 3D-QSAR Methoden [Selassie, 2003; Bohm, 1996].
Konnektivitiitsindizes

Weitere sterische Deskriptoren sind die molekularen Konnektivititsindizes, die zundchst von
Randi¢ vorgeschlagen und dann extensiv weiterentwickelt wurden von Kier und Hall. Es han-
delt sich um echte Strukturdeskriptoren, die auf der zweidimensionalen Darstellung eines Mo-
lekiils basieren. Die Stirke dieses Ansatzes liegt darin, dass sich die Indizes direkt aus den
Strukturformeln ableiten lassen und keine experimentellen Messungen erforderlich sind [Se-

lassie, 2003; Randic, 2001; Hall, 2001].

Zur Berechnung von Konnektivititstermen wird fiir jedes Atom eines Molekiils ein 8-Wert
definiert, der der Anzahl der Nicht-Wasserstoffatome entspricht, mit denen es verbunden ist.
Des Weiteren wird jeder Bindung zwischen zwei Atomen wird ein Term C, zugeordnet, der

sich aus den d-Werten der gebundenen Atome i und j nach folgender Gleichung berechnet.
C=(5:5) " 3)

Der Konnektivitdtsindex nullter Ordnung eines Molekiils beriicksichtigt nur die Atome, und

keine Bindungen. Dieser Term wird wie folgt berechnet:

=@ “@
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Der Konnektivititsterm erster Ordnung "y beriicksichtigt auch die Bindungen und ergibt sich

aus der Summe aller Cs-Terme mit:
X=X Ci=X &8 (5)

In der Regel beschreibt 'y ein vollstindiges Molekiil. Es konnen aber auch Teilgruppen bzw.
Substituenten verglichen werden. Dann bezeichnet man den Konnektivititsterm in der Regel
mit "y, , wobei m die Anzahl der Bindungen beschreibt und t die Art des Konnektivititsterms

definiert, z.B. ob es sich um einen so genannten Path, Cluster, oder einen Ring handelt.

Konnektivititsterme zweiter Ordnung *y berechnen sich analog zu 'y fiir zwei benachbarte

Bindungen mit den Atomen i, j und k nach folgender Gleichung:
%= (8880 (6)

Path und Clustererme sind Konnektivitidtsterme hoherer Ordnung. Path-Terme entsprechen

beriicksichtigen entsprechend mehr als 2 benachbarte Bindungen und berechnen sich nach:
"ty =T TE) (7)

Cluster Terme sind ebenfalls Terme hoherer Ordnung. Sie beschreiben zum Beispiel 3 be-

nachbarte Bindungen, die ein gemeinsames Atom teilen (Verzweigungen).

Die Konnektivititsindizes lassen sich wie folgt interpretieren: Ein Konnektivititsterm nullter
Ordnung beschreibt Art und Anzahl der Verzeigungspunkte innerhalb eines Molekiils. Kon-
nektivititsterme erster und zweiter Ordnung kodieren den Verzweigungsgrad eines Molekiils
und korrelieren daher mit dem molekularen Volumen und der Oberfliche. Konnektivititsindi-
zes hoherer Ordnung ™y, beschreiben spezifische oder lokale, geometrische Charakteristika

der Molekiilstruktur.

Da diese Terme nicht zwischen verschieden Atomtypen unterscheiden wurden Valenzterme
"' mit 8" eingefiihrt, die definiert sind iiber die Anzahl der Valenzelektronen Z' und die An-

zahl der gebundenen Wasserstoffatome nach:
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hy 8 =Z"h ®)

Auf diese Art und Weise kann auch zwischen Einzel- und Doppelbindungen unterschieden

werden. [Randi¢, 2001; Hall, 2001; Kier, 1977]

Es wurde gezeigt, dass die molekularen Konnektivitdtsindizes mit vielen physikochemischen
Parametern, wie z. B. Siedepunkt, Molrefraktion, Polarisierbarkeit und Verteilungskoeffizien-
ten zusammenhéngen. Kier stellte bereits 1977 eine Korrelation zwischen Konnektivitétster-
men und den von Amoore publizierten geruchlichen Ahnlichkeiten ausgewihlter Verbindun-
gen her. Fiir die Geruchsqualitiiten etherisch, blumig, bittermandelartig wurden Korrelations-
koeffizienten > 0.9 erzielt. Diese Arbeit bezieht sich allerdings lediglich auf Geruchsqualité-

ten, eine Korrelation mit der Geruchsintensitit wurde nicht versucht [Kier, 1977]

Eine Weiterentwicklung und Ergédnzung der molekularen Konnektivititsindizes stellen die
Elektrotopological State Indices dar. Sie codieren neben sterischen Eigenschaften auch elekt-
ronische Eigenschaften der Atome eines Molekiils und sind daher keine reinen sterischen Pa-
rameter mehr. Shvets hat diese Indices zur Beschreibung von Struktur-Geruchsbeziehungen

benutzt [Shvets, 1998].

Schwachpunkt aller bisher aufgefiihrten Deskriptoren liegt in ihrer beschrinkten Fahigkeit zur
Beschreibung der dreidimensionalen Struktur eines Molekiils sowie der Beriicksichtigung der
Stereochemie. Da Enantiomere sich sowohl in Wirkstdrke als auch in ihrer Wirkqualitit er-
heblich unterscheiden konnen ist die Beriicksichtigung der Stereochemie aber von entschei-
dender Bedeutung. Fiir den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fall unterscheidet sich
das sehr geruchsintensive Weinlacton von seinem praktisch geruchlosen Enantiomer um acht
Zehnerpotenzen [Guth, 1996] Ein tragisches Beispiel aus der Medizinalchemie ist das Thali-
domid (Contergan®), dessen teratogene Wirkung nur auf eines der beiden Enantiomere zu-

riickzufiihren ist [Bohm, 1996]

Ein Losungsansatz zur Beriicksichtigung dreidimensionaler und stereochemischer Aspekte ist
das so genannte 3D Modelling sowie 3D-QSAR Modelle COMFA (Comparative Molecular
Field Analysis) und CoMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis), die in

Kapitel 2.3.3. der vorliegenden Arbeit niher erldutert werden.
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2.3.1.2. Wasserstoffbriickenbindungen und ionische Bindungen

Die hiufigste Bindungsform fiir Protein-Ligand Komplexe sind Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen Wasserstoffbriickenbindungsdonore NH oder OH und einer entsprechenden
Gegengruppe mit einer negativen Partialladung, welche als Wasserstoffbriickenbindungsak-
zeptor wirken kann, zum Beispiel Stickstoff- oder Sauerstoffatome. Wasserstoffbriicken sind
elektrostatische Wechselwirkungen. IThre Stirke beruht darauf, dass das Proton der Do-
norgruppe an ein stark elektronegatives Atom gebunden ist, wodurch die Elektronendichte
vom Proton zum Nachbaratom verschoben wird. Die Einflusssphire des Wasserstoffatoms
wird also kleiner, dadurch kann der Akzeptor nidher an das Proton heranriicken, als von der
Summe der van der Waals Radien zu erwarten wire. Die elektrostatische Anziehung zwischen
den Partnern wird dadurch groBer. Eine Wasserstoffbriicke besitzt eine ausgeprigte Abstands-

und Winkelabingigkeit. Sie ist direktional in engen Grenzen definiert. [Bohm 1996].

Da alle biochemischen Reaktionen in wéssrigem Medium stattfinden, ist der Einfluss des Re-
aktionsmediums von entscheidender Bedeutung. Die solvatisierten Reaktionspartner miissen
zunidchst die Wasserstoffbriicken ihrer Hydrathiillen abstreifen, bevor Wasserstoftbriicken
zwischen Protein und Ligand gekniipft werden konnen. Daher wird eine energetisch begiins-
tigte Reaktion im wissrigen Medium moglicher Weise nicht stattfinden, weil der Beitrag der
zu brechenden Wasserstoffbriicken den Beitrag der Bindungsenthalpie iiberkompensiert. Der
Ligand muss also mehr Wasserstoffbriicken zum Protein aufbauen konnen als dies fiir das
Losungsmittel allein der Fall ist. Dies kann zum Beispiel der Fall sein, wenn sich die Was-
sermolekiile im Gegensatz zum Liganden in der Proteinbindetasche nicht optimal ausrichten

und alle Wasserstoffbriicken abséttigen konnen [Bohm, 1996].

Im selteneren Fall von ionischen Bindungen sind geladene Gruppen des Liganden an entge-
gengesetzt geladene Gruppen des Proteins gebunden. Die elektrostatischen Ladungen zwi-
schen solchen Salzbriicken sind besonders stark. Die Bildung von Protein-Ligand Komplexen
ist besonders héaufig bei Metallproteasen, die Metallionen als Cofaktoren besitzen, von sol-

chen Wechselwirkungen geprigt [Bohm, 1996].
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2.3.1.3 Hydrophobe Wechselwirkungen und entropische Beitrige

Hydrophobe Wechselwirkungen entstehen durch enge Nachbarschaft zwischen unpolaren
Aminosdureseitenketten des Rezeptorproteins und lipophilen Gruppen des Liganden, wie zum
Beispiel aliphatischen oder aromatischen Kohlenwasserstoffen und Halogensubstituenten.
Lipophile Teile des Proteins sind alle Teile, die keine Wasserstoffbriicken oder andere polare
Wechselwirkungen ausbilden konnen. Sie sind nicht gerichtet, die relative Orientierung spielt
auller bei Aromaten nicht so eine grofle Rolle wie bei Wasserstoffbriickenbindungen. Haufig
stellt die hydrophobe Wechselwirkung den wichtigsten Beitrag zur Bindung, obwohl die An-
ziehungskraft der lipophilen Gruppen hierbei gering ist. Entscheidend ist die Freisetzung der
Wassermolekiile aus ihrer lipophilen Umgebung [Bohm, 1996].

Hydrophobe Kontakte setzen ebenfalls Wassermolekiile aus den Bindetaschen frei, die nun
ebenfalls untereinander Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen. Dadurch erhoht sich die Ge-
samtzahl der Wasserstoffbriicken. Auerdem sind die Wassermolekiile nicht mehr in der Bin-
deasche des Proteins fixiert. Thre erhohte Bewegungsfreiheit vergrofert die Unordnung der

Teilchen und liefert einen entscheidenden Beitrag zur Entropie des Systems [Bohm, 1996]

Die hydrophobe Protein-Ligand Wechselwirkung ist demnach im Wesentlichen entropischer
Natur, dadurch dass Wassermolekiile aus der Protein Bindetasche verdriangt werden. Es han-
delt sich nicht um direkte Wechselwirkungen, sondern durch die Assoziation des Liganden an
das Protein erhohen sich die Freiheitsgrade des Systems Protein-Ligand-Wasser. Dadurch
wird der Entropieverlust durch die Assoziation von Protein und Ligand {iberkompensiert. Der
Entropieverlust durch eine Protein-Ligand-Komplexbildung liegt in der Einschrinkung der
Freiheitsgrade. Beide besitzen im Komplex weniger Rotations- und Translationsfreiheitsgra-
de. AuBlerdem kann der Ligand im ungebundenen Zustand mehrere Konformationen einneh-

men [Bohm, 1996]

Starre Liganden wie zum Beispiel das Weinlacton, seine Stereoisomere und hydrierten Deri-
vate, konnen viel fester binden als flexible Liganden, da der Verlust an inneren Freiheitsgra-

den fiir starre Liganden wesentlich geringer ist.
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2.3.2. Der Hansch Ansatz

Ein klassischer Ansatz zur quantitativen Beschreibung von Struktur Wirkungsbeziehungen ist

die Hansch Analyse nach der folgenden Gleichung:
log(éj =—k,(log P)* +k,(log P) + k,0 +..k 9)

C ist hierbei eine molare Konzentration, die den gleichen biologischen Effekt hervorruft. Log
P ist der Logarithmus des Octanol/Wasser Verteilungskoeffizienten P und genauso wie Ham-
metkonstante ¢ ein Maf fiir die Lipophilie einer Verbindung, welche entscheidenden Einfluss
auf hydrophobe Wechselwirkungen und einen entropischen Beitrag zur Bindungsenergie hat.
Der quadratische LogP Term erlaubt die Beschreibung nichtlinearer Struktur-
Wirkungsbeziehungen und kann bei linearer Abhingigkeit entfallen. Jeder einzelne Term
kann wegfallen, wenn er fiir die betreffende Struktur-Wirkungsbeziehung nicht relevant ist.
Andere Terme wie die Polarisierbarkeit oder sterische Parameter konnen zusitzlich aufge-

nommen werden [Vandeginste, 1998; Bohm, 1996; Hansch, 1964].

Die Koeffizienten k;, k, bis k werden mittels Regressionsanalyse ermittelt. Das Ergebnis die-
ser Rechnung beurteilt man iiber die Summe der Abweichungsquadrate, die zwischen allen
gemessenen biologischen Werten und den durch das Modell berechneten Werten den kleinst-

moglichen Wert annehmen sollte [Vandeginste, 1998; Bohm, 1996; Hansch, 1964]

Die Hansch Analyse erlaubt die Beschreibung eines Datensatzes mit einem mathematischen
Modell. Uber die Art der Deskriptoren, die fiir die Beschreibung der Struktur-
Wirkungsbeziehung signifikant sind, sind Riickschliisse auf den Wirkmechanismus der Sub-
stanzen moglich. Auch kann in begrenztem Mafle die Wirkung unbekannter Verbindungen

vorhergesagt werden [Vandeginste, 1998; Bohm, 1996; Hansch, 1964]

Dreidimensionale Information iiber die Beschaffenheit der betreffenden Molekiile kann nur
sehr begrenzt, z.B. iiber das Volumen von Molekiilen beriicksichtigt werden. Unterschiedliche
Wirkmechanismen von Enantiomeren, die gleiche physikalische Eigenschaften und Molekiil-

volumina haben sind uiber dieses Modell nur schwer zu beschreiben. Eine erste Methode, die
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diese Information beriicksichtigt, ist die CoOMFA Methode und ihre Weiterentwicklungen, die

im Folgenden Kapitel nédher erldutert werden.

2.3.3. CoMFA, CoMSIA und Almond

Die Comparative Molecular Field Analysis (CoMFA), die 1988 von R. D. Cramer vorgestellt
wurde ist auch heute noch das am hiufigsten benutzte Verfahren in der 3D-Struktur-
Wirkungsanalyse. Zur Durchfiihrung einer CoOMFA-Analyse werden zunichst dreidimensio-
nale Modelle fiir alle Molekiile des Datensatzes erzeugt und iiberlagert. AnschlieBend werden
die iiberlagerten Molekiile in ein Gitter eingelagert. Die Gitterpunkte weisen typischer Weise
einen Abstand von ein bis zwei A auf. Fiir jeden Gitterpunkt werden dann die Wechselwir-
kungsenergien mit einer Atomsonde, z.B. mit den Eigenschaften eines Wasserstoff-, Sauer-
stoff- oder Kohlenstoffatoms, berechnet. Die Gesamtheit aller Wechselwirkungsbeitrige be-
zeichnet man als Feld des Molekiils. AnschlieBend werden der Einfluss von mehreren tausend
Feldpunkten jedes einzelnen Molekiils des Datensatzes mittels Partial Least Square Analyse

statistisch ausgewertet [ Vandeginste, 1998; Bohm, 1996].

Die Wechselwirkungsenergien werden iiber ein Lennard Jones- bzw. Coulomb Potentials be-
schrieben. Das Lennard Jones Potential ist abhéngig von dem Abstand der Teilchen r und be-

schreibt van der Waals Wechselwirkungen zwischen nicht verbundenen Atomen gemall der

folgenden Gleichung:

A B
E =y _—__— 10
L 20 10)

(Ar'?) ist immer positiv und konvergiert mit abnehmendem Abstand der Atome gegen Un-
endlich. R beschreibt die AbstoBung zwischen zwei Atomen, die sich zu nahe kommen. Der
Term (- Br® beschreibt die anziehenden Wechselwirkungen zwischen zwei Teilchen. Der

Betrag ist immer negativ und geht mit zunehmendem Abstand gegen Null.

Das Coulomb Potential beschreibt die Wechselwirkungsenergien zwischen geladenen Teil-
chen in Abhingigkeit von der Dielektrizitdtskonstante D, der Ladung der Teilchen q und dem

abstand der Teilchen r, und gemif der folgenden Gleichung:
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q4 " 4dp
E =) 22 -8 11
¢ D-r (1)

Wenn der Abstand zwischen der Atomsonde und einem Atom des Molekiils gegen Null geht
strebt das Coulomb Potential fiir gleich geladene Teilchen gegen + oo und fiir entgegen gesetzt
geladene Teilchen gegen-o. Bei der Berechnung der Wechselwirkungsenergien iiber das Len-
nard Jones Potential und Coulomb Potential werden hydrophobe und damit entropische Bei-
triage nur indirekt erfasst, z.B. dariiber dass hydrophobe Molekiile keine bzw. nur geringe Par-
tialladungen tragen. Zur expliziten Berechnung eines hydrophoben Felds eignet sich das

Softwareprogramm HINT [Bohm, 1996; Holtje, 1996]

AuBerdem werden bei der Berechnung der Wechselwirkungsenergien iiber die oben beschrie-
benen Potentiale extrem grof3e Feldbeitrdge erreicht wenn die Gitterpunkte besonders nahe an
der Oberflache oder innerhalb eines Molekiils liegen. Sie werden aus der COMFA Analyse
ausgeschlossen durch die Einfiihrung von Grenzwerten. Nachteil hierbei ist, dass bei einer
iiblichen Maschenweite des Gitters von zwei A, das sehr steil ansteigende Lennard Jones Po-
tential von praktisch Null bis auf den Grenzwert ansteigen kann, was oft zu zerrissenen und
daher schwer interpretierbaren Feldern fiihrt. Ein Ansatz zur Losung ist Comparative Molecu-
lar Similarity Indices Analysis (CoMSIA) Hierbei werden die Molekiile analog zur CoOMFA
Methode {iiberlagert und anschlieend werden die Ahnlichkeiten zu einer Atomsonde, zum
Beispiel einem Kohlenstoffatom, an jedem Gitterpunkt berechnet. Das AhnlichkeitsmaB zwi-
schen Sonde und Molekiil wird abstandabhingig iiber eine Gaufunktion definiert. Im Gegen-
satz zur klassischen CoMFA Analyse strebt diese Funktion gegen einen endlichen Wert, so

dass keine Grenzwerte definiert werden miissen [Bohm, 1996].

Zeitaufwendigster und kritischer Schritt bei der Durchfiihrung einer COMFA Analyse ist die
vorbereitende Uberlagerung der Molekiile. Der Erfolg einer COMFA Analyse hingt entschei-
dend von einer sinnvollen Uberlagerung der betreffenden Molekiile ab, was insbesondere
wenn das Targetprotein und die Art der Wechselwirkung unbekannt ist keine triviale Aufgabe
darstellt. Ein neuer Ansatz, der diesen zeitaufwendigen Schritt umgeht ist das Softwarepro-
gramm Almond, das auf so genannte gridunabhingige Deskriptoren (GRIND) und deren rela-

tiven Abstinden zueinander beruht [1,2]
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2.3.4. 3D-Modelling

2.3.4.1 Generierung von dreidimensionalen Strukturen

Erster Schritt bei der Untersuchung von dreidimensionalen Struktur Wirkungsbeziehungen ist
die in silico Generierung moglichst realistischer dreidimensionaler Molekiilmodelle. Die
meisten Softwareprogramme besitzen eine Eingabeeinheit in der man die betreffenden zwei-
dimensionalen Formeln der entsprechenden Molekiile zeichnet. Aus diesen wird dann im
nichsten Schritt ein dreidimensionales Molekiilmodell berechnet. Zur anschlieBenden geo-
metrischen Optimierung stehen molekiilmechanische Methoden, die so genannten Kraftfel-

dern, semi-empirische und ab initio Verfahren zur Verfiigung [Holtje, 1996].

2.3.4.2. Molekiilmechanik

Kraftfeld- oder molekiilmechanische Methoden sind empirische Verfahren zur Berechnung
von Molekiilgeometrien und Energien. In der Molekiilmechanik werden die Atome eines Mo-
lekiils vereinfacht als Massepunkte betrachtet, deren Wechselwirkungen auf einfache mecha-
nische Gesetze reduziert werden konnen. Die zentrale Annahme der Molekiilmechanik besteht
darin, dass Bindungen wann immer moéglich Standardwerte einnehmen. Die Gleichgewichts-
bindungsldngen, Bindungswinkel und entsprechenden Kraftkonstanten sind als Parameter fiir
jedes Kraftfeld definiert. Jede Abweichung von Standardwerten resultiert in einer Erhohung
der Gesamtenergie des Molekiils. Die Gesamtenergie ist also ein Maf fiir intermolekulare
"Strains" im Vergleich zu einem hypothetischen Molekiil mit idealer Geometrie. Dariiber hin-
aus hat die Gesamtenergie allein keine physikalische Bedeutung. Der allgemeine Vorteil von
Kraftfeldrechungen liegt in ihrer Geschwindigkeit und breiten Anwendbarkeit bei immer noch

ausreichender Genauigkeit [Holtje, 1996; Bohm, 1996].

Die meisten Kraftfelder beriicksichtigen die folgenden Energieterme, deren Summe die Ge-

samtenergie E eines Molekiils ergibt:

Etoral = Estrerch + Ebend + Erors + EWIW + Eesmric (12)
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Egiretcn beschreibt die Energiednderung bei Bindungsdehnung und Stauchung, Epeng beriick-
sichtigt den Einfluss des Bindungswinkels zwischen zwei Atomen. E. beschreibt die Ener-
giednderung bei Anderung des Torsionswinkels. Die beiden Terme E,qw und Eegasic beschrei-

ben Wechselwirkungen zwischen Atomen, die nicht kovalent aneinander gebunden sind.

Im einfachsten Fall beschreibt Egeicn die Energiednderung bei Dehnung und Stauchung einer

chemischen Bindung analog zum Hooke'schen Gesetz nach:

:%kb(b—bo)z (13)

stretch

Hierbei ist ky, die Kraftkonstante und by ist die Gleichgewichts-, das heifit ideale Bindungslén-
ge und b ist die tatsdchliche Bindungsldnge. In ausgefeilteren Kraftfeldmethoden werden zu-

satzliche Terme dritter oder vierter Ordnung beriicksichtigt.

Die Energieinderung durch Winkeldeformation Epeng wird ebenfalls tiber einen harmonischen

Term beschrieben nach:

Eppy = %kgw -6,)’ (14)

Ky ist die Kraftkonstante der Winkeldeformation, 6, ist der Gleichgewichtsbindungswinkel

und 0 ist der tatsidchliche Bindungswinkel.

Die Anderung der Energie in Abhingigkeit des Torsionswinkels Eios wird iiblicher Weise

iber eine Cosinusfunktion beschrieben. Es gilt:
E = ! k,(1 15
o = p(L+cos(np—g,) (15)

K, ist die Torsionsbarriere, ¢ der tatsidchliche Torsionswinkel, n die Periodizitit, das heilt die

Anzahl der Energieminima eines vollen Rotationszyklus und @, ist der Referenzwinkel.

Van der Waals Wechselwirkungen nicht direkt miteinander verbundener Atome werden in der

Regel iiber ein Lennard Jones Potential geméfl Gleichung (10) beschrieben. Elektrostatische
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Wechselwirkungen werden iiber einen Coulomb Term gemif3 Gleichung (11) berechnet. La-
dungen konnen entweder berechnet werden oder sind in Form von empirisch ermittelten Pa-
rametersets in den Kraftfeldern enthalten. Manche Kraftfelder enthalten dariiber hinaus
Kreuzterme, "out of plane"-Terme, Wasserstoffbriickenterme sowie differenzierte Funktionen

zur Beschreibung der potentiellen Energie.

AuBerdem unterscheidet man Geometrieoptimierungsmethoden erster und zweiter Ableitung.
Eine Optimierungsmethode erster Ableitung ist die Steepest Descent Methode. Hierbei wird
die Energie fiir eine Startgeometrie berechnet und dann wird Atom fiir Atom inkrementweise
bewegt und die Energie erneut berechnet. Dieser Prozess wird wiederholt bis alle Atome neue
Positionen im Sinne einer Bergabbewegung auf der Energiehyperfliche gefunden haben. Die
Berechnung endet wenn ein vordefiniertes Minimumkriterium erreicht wird. Diese Berech-
nungsmethode ist sehr langsam, wenn man sich in der Ndhe des Minimums befindet und wird
in der Regel fiir ungenau definierte Ausgangsstrukturen oder zum Relaxieren gezeichneter
Strukturen verwendet. Bei der Conjugate Gradient Methode wird die Information iiber die
vorhergehende in die nichste Iteration mit ein. Dieser Ansatz eignet sich besonders fiir grof3e-
re Systeme. Die Newton-Raphson Minimiser Methode ist eine Methode zweiter Ableitung.
Hierbei wird die zweite Ableitung der Funktion benutzt, um vorherzusagen wann die Funkti-
on ein Minimum durchléduft. Vorteil dieser Methode ist die Effizienz der Methode je niher
man sich am Minimum befindet. Ein Nachteil liegt in ihrem erhohten Rechenaufwand und

moglicher Instabilitit fiir rigide Molekiile [Holtje, 1996].

Wichtig bei der Verwendung von Kraftfeldmethoden ist auch die Beriicksichtigung des Lo-
sungsmittels. Wird das Losungsmittel vernachldssigt und eine Geometrieoptimierung im Va-
kuum vorgenommen, um Rechenzeit einzusparen, dann kénnen zum Beispiel intermolekulare
Wasserstoffbriicken begiinstigt sein, die in einem wissrigen System nicht realistisch sind.
AuBerdem ist die Auswahl der Startgeometrie duBerst wichtig. Ausgehend von einer ungiins-
tigen Startgeometrie kann die Kraftfeldrechnung energetisch bergab in einem lokalen Mini-
mum der Energiehyperflache enden, das nicht dem globalen Minimum entspricht. Giinstig ist
daher immer eine Geometrieoptimierung ausgehend von unterschiedlichen Startgeometrien

durchzufiihren [Bohm, 1996].

Die Verlasslichkeit und Qualitdt von Kraftfeldern ist abhéngig von ihrer Parametrisierung.

Daher muss fiir jede Berechnung das geeignete Kraftfeld ausgewihlt werden. Es gibt zahlrei-
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che Kraftfelder fiir die Berechnung organischer Molekiile, wihrend andere Programme besser
geeignet sind fiir Proteine und andere Biopolymere. Typische Kraftfelder fiir groBe Molekiile
sind zum Beispiel AMBER, GROMOS und CHARM. Kraftfelder fiir kleine Molekiile sind
zum Beispiel, MM2, MM3 und MM4 nach Allinger, das Tripos Force Field und das Merck
Molecular Force Field MMFF94 [Kunz, 1997; Holtje 1996].

2.3.4.3 Quantenmechanische Rechenverfahren

In ab initio-oder quantenmechanischen Berechnungsverfahren erfolgt die Geometrieoptimie-
rung mit der Schrodinger Gleichung, die allerdings nur fiir triviale Félle, wie z. B. fiir das
Wasserstoffmolekiil moglich ist. Fiir Mehrelektronensysteme ist man zur Losung des quan-
tenmechanischen Vielteilchensystems auf Nédherungen angewiesen. Die am hiufigsten be-
nutzte Nédherung ist das Hartree-Fock Verfahren. Hierbei wird das Vielteilchenproblem auf
ein Einteilchenproblem zuriickgefiihrt. Jedes Elektron sieht in diesem Modell neben dem Po-
tential der Kerne das gemittelte Potential der {ibrigen Elektronen und der Zustand jedes Elekt-
rons eines Molekiils wird durch eine Einteilchenfunktion, das Atom- bzw. Molekiilorbital
beschrieben. Die Wellenfunktion des gesamten Molekiils ergibt sich als antisymmetrisches
Produkt der einzelnen Orbitale. Optimal gewihlte Orbitale fithren zu einer minimalen Ener-
gie. Der wesentliche Fehler des Hartree-Fock Ansatzes liegt in der Vernachldssigung der E-
lektronenkorrelation. Diese kann unter Zunahme der Rechenzeit durch weitergehende Verfah-
ren korrigiert werden. Vorteil der quantenmechanischen Rechenverfahren ist, dass keine An-
nahmen notig sind wie bei den Kraftfeldverfahren, wo man den Hybridisierungsgrad des A-
toms vorher festlegen muss. Bei einer fehlerhaften Annahme liefert ein Kraftfeld kein sinn-
volles Ergebnis. Quantenmechanische Berechnungen benétigen solche Annahmen nicht

[Bohm, 1996].

Quantenmechanische Berechnungsverfahren unterscheiden sich in ihren Basissédtzen. Der ein-
fachste Basissatz STO-3G steht fiir Slater Type Orbitals. Die Orbitale werden hier néhe-
rungsweise durch jeweils 3 Gaussfunktionen beschrieben. Es handelt sich um einen minima-
len Basissatz der die kleinstmogliche Anzahl an Atomorbitalen beinhaltet, die notwendig sind
um alle Elektronen der Atome im Grundzustand zu berticksichtigen. Es wird eine kugelférmi-

ge Gestalt der Atome wird angenommen.
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Bei den Split Valence Basissitze werden die Valenzorbitale iiber eine innere und duflere Ba-
sisfunktion beschrieben, was eine flexiblere Beschreibung des Aufenthaltsortes der Elektro-
nen ermoglicht. Gingige Basissitze sind 3-21G, 4-31G und 6-31G. Sie unterscheiden sich
lediglich in der Anzahl der Gau3funktionen zur Beschreibung der inneren und duferen Hiille.

4-31G steht zum Beispiel fiir 4 Kernorbitale, 3 innere und 1 dulleres Valenzorbital.

Eine Weiterentwicklung liegt in der Beriicksichtigung der Polarisierbarkeit. Zu allen nicht
Wasserstoffatomen werden d-Orbitale hinzugefiigt und es wird erlaubt, dass p-Orbitale sich
vom Kern zu verschieben, was zu einer Polarisierung des Atoms fiihrt. Dies ist wichtig fiir
Verbindungen mit kleinen Ringen. Polarisierungsbasissitze sind gekennzeichnet mit einem
Stern, z. B. 6-31G*. Dieser Basissatz benutzt 6 Gaussfunktionen fiir den Kern und einen Split
von 3/1 fiir die inneren und &duBleren Valenzorbitale. Dariiber hinaus ein Satz von 6 d-

Orbitalen, gekennzeichnet durch den Stern.

Quantenmechanische Verfahren sind im Vergleich zu Kraftfeldern sehr zeitaufwendig. Dras-
tisch reduziert werden kann die Rechenzeit unter Verwendung semiempirischer Methoden,
die einen Mittelweg zwischen einem empirischen und einem quantenmechanischen Ansatz
wihle. Hierbei werden Niherungen eingefiihrt fiir die Losung der Integrale, deren Berech-

nung fiir ab initio-Verfahren geschwindigkeitsbestimmend ist.

Hauptproblem fiir die quantenmechanischen Berechnungsmethoden liegt in der Dimensionali-
tit. Diese kann reduziert werden durch nur teilweise explizite Beriicksichtigung der Elektro-
nen durch Beschriankung auf die Valenzelektronen. Semi-empirische Methoden unterscheiden
sich darin, wo Niherungen vorgenommen werden. In Abhingigkeit vom betrachteten System
konnen unterschiedliche Effekte vernachldssigt werden, z. B. kann fiir organische Molekiile
der Einfluss von d-Orbitalen vernachlissigt werden, wenn keine Ubergangsmetalle betroffen
sind. Semiempirische Methoden eigen sich je nachdem welche Niherungen eingefiihrt werden
fiir unterschiedliche Anwendungen. Semiempirische Methoden sind CNDO, MINDO,
MNDO, AM1 und PM3 [Kunz, 1997].
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2.3.4.4. Konformationsanalyse

Geometrische Optimierungen mittels molekiilmechanischer oder quantenchemischer Metho-
den beinhalten die Optimierung von Bindungswinkeln und Lingen, eine Konformationsanaly-
se der Molekiile muss jedoch separat durch systematisches Betrachten aller drehbaren Bin-
dungen eines Molekiils erfolgen. Die am hédufigsten verwendeten Methoden zur Konformati-

onssuche sind Molekiildynamiksimulationen und Monte Carlo Verfahren.

Ein systematisches Ausprobieren aller moglichen Konformationen ist extrem zeit- und re-
chenaufwendig. Die Monte Carlo Verfahren wéhlen daher die Startgeometrien nach dem Zu-
fallsprinzip, wodurch das jeweilige Energieminimum mit geringerem Rechenaufwand gefun-
den wird. Hierbei werden die Koordinaten der Atome werden durch Zufallszahlen besetzt und
die jeweilige Energie berechnet. Koordinatensitze mit tiefer Energie sind Kandidaten fiir lo-
kale Minima und werden fiir weitere Bearbeitung ausgewdhlt. Vollstindigkeit der Losung ist
ein unlosbares Problem. Methode hat grofite Effizienz fiir kleine Molekiile. GroB3e flexible
Molekiile haben Potentialhyperflichen mit hohen Bergen und engen Téilern, die nicht immer

erfolgreich gefunden werden [Kunze, 1997; Bohm, 1996].

Molekiildynamiksimulationen (MD) beriicksichtigen die Bewegung der Molekiile in Abhén-
gigkeit von der Temperatur indem die zeitabhingige Bewegung eines Molekiils simuliert
wird. Ausgangspunkt ist eine geometrisch optimierte Struktur. Den einzelnen Atomen werden
dann willkiirlich Geschwindigkeiten zugeordnet, so dass eine vorher definierte interne Tem-
peratur erreicht wird. In festgelegten Zeitabschnitten wird die neue Lage der Atome berech-
net. So kann die Bewegung jedes einzelnen Kerns eines molekularen Systems in seiner zeitli-
chen Evolution verfolgt werden. Molekiildynamikrechnungen sind sehr zeitaufwendig und
eigenen sich besonders dafiir den Konformationsraum kleiner Molekiile abzusuchen [Kunz,

1997; Bohm, 1996].

2.3.4.5. Weiterfithrende Ansitze

Liegen die dreidimensionalen Strukturen der Wirkstoffe vor, konnen verschieden Ansétze fiir

ein wissensbasiertes Design neuer Wirkstoffe gewihlt werden. Ist die Struktur des Proteintar-
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gets bekannt, kann mit einem Dockingexperiment iiberpriift werden, ob ein beliebiger Ligand
in die Bindetasche des Proteins hineinpasst. Auf diese Art und Weise konnen Datenbanken
mit mehreren 100.000 Verbindungen auf in silico getestet werden. Neue, bisher nicht vorhan-
dene Molekiilkonstruktionen, werden mit so genannten De novo Design Methoden aus einem

Pool von Fragmenten in der Bindetasche aufgebaut [Bohm, 1996].

Ist die Struktur des Targetproteins unbekannt, so erlaubt die genaue Betrachtung der Liganden
und ihrer biologischen Aktivititen ebenfalls Riickschliisse auf die Bedingungen, die ein opti-
maler Ligand zu erfiillen hat. Durch Uberlagerung der Molekiile anhand ihrer pharmakopho-
ren Punkte lassen sich so genannte Pharmakophorhypothesen aufstellen. Auch lésst sich die
maximale Ausdehnung der Bindetasche ableiten. Auch hier beschleunigen Datenbanksuchen
nach Strukturen, die die entsprechenden pharmakophoren Bedingungen erfiillen, die Suche

nach neuen Wirkstoffen [Bohm, 1996].

2.4. Statistische Methoden

Die beiden statistischen Methoden, die in der vorliegenden Arbeit Anwendung finden, sind
die Partial Least Square Regression und Neuronale Netze nach Kohonen, deren theoretischer

Hintergrund im Folgenden vorgestellt wird.

2.4.1. Kiinstliche Neuronale Netze

Kiinstliche bzw. Artifizielle Neuronale Netze (ANN) wurden urspriinglich entwickelt als ein
Modell der Informationsverarbeitung durch das menschliche Gehirn. Heute werden solche
Neuronale Netze zu unterschiedlichen Zwecken benutzt. Ein Ansatz liegt in der Aufkldrung
der Funktionsweise des menschlichen Nervensystems durch die moglichst genaue Imitation
desselben. Der auch dieser Arbeit zugrunde liegende Ansatz liegt in der Anwendung des Be-
rechnungsformalismus zur Losung praktischer Rechenprobleme. Das Ziel ist hierbei die Aus-
nutzung des Konzepts zur Losung von Problemen, nicht das bessere Verstindnis der neuro-

physiologischen Funktion [Vandeginste, 1998].
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Basiseinheit eines Artifiziellen Neuronalen Netzwerkes ist das Neuron, das die Funktion einer
Nervenzelle imitiert. Eine typische Nervenzelle besteht aus einem Zellkorper (Soma) und hat
zwei Arten von Fortsidtzen, die Dendriten und das Axon. Die Dendriten erhalten Signale von
anderen Zellen und senden diese an das Soma. Das Axon leitet das Signal an andere Nerven-
zellen weiter. Fiir das Neuron als Basiseinheit wird daraus der in Abbildung S dargestellte

Aufbau abgeleitet.

S1

Sy out

W3
S3

Abbildung 2.5: Aufbau eines kiinstlichen Neurons N mit Eingangsignalen s; bis s3, Gewich-

ten w; bis w3, Transferfunktion f und Ausgabesignal out.
Ein artifizielles Neuron N ist eine Berechnungseinheit, die in diesem Beispiel die simultanen

Eingangssignale s; bis s3 erhalten kann. Diese werden iiber die zugehorigen Gewichte w; bis

w3 entsprechend Gleichung (16) zu einem Gesamteingangssignal zusammengefasst.

Net =w;s, + w,s, +w,s, (16)

out = f(Net) a7

Diese werden dann mittels einer nichtlinearen Transferfunktion f in ein Ausgabesignal {iber-

setzt gemdl Gleichung (17). Héaufig verwendete Transferfunktionen sind Hard-Limiter Funk-

tionen, Schwellenwert Logik und sigmoide Funktionen [Zupan, 1993].
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Die Nervenzellen im menschlichen Nervensystem weisen alle den gleichen Aufbau auf. Ab-
gesehen von Intensititsunterschieden ist die Art des iibertragenen Signals von Neuron zu
Neuron ebenfalls identisch. Daher geht man davon aus, das das Netzwerk als Ganzes bzw. die
Art und Weise, wie die Neuronen miteinander verschaltet sind, die Funktionalitit des Netz-
werkes bestimmen. Anzahl, Ebenen und Verschaltung der Neuronen untereinander, sowie die
Art des Trainingsprozesses stellen daher charakteristische Kenngrofen fiir die unterschiedli-

chen Arten von Artifiziellen Neuronalen Netzen dar [Vandeginste, 2003; Zupan, 1993]

2.4.1.1. Neuronale Netzwerke nach Kohonen

In der vorliegenden Arbeit wurden neuronale Netze nach Kohonen eingesetzt. Hierbei erfolgt
durch eine einfache Zuordnungsfunktion nach Ahnlichkeit eine Projektion einer dreidimensi-
onale Molekiiloberfldche in Form ihrer x,y,z Koordinaten auf ein Neuronales Netzwerk, wo-

bei die Dimensionalitit des Datensatzes reduziert wird.

Kohonen Netzwerke gehoren zu den "self organising maps" und sind geeignet fiir nicht iiber-
wachte Mustererkennungsaufgaben. Ein Kohonen Netzwerk besteht aus einer Schicht von
Neuronen, in der Regel in einer zweidimensionalen Anordnung definierter Topologie, d.h. in
diesem Zusammenhang mit einer definierten Anzahl von néachsten Nachbarn. In einer quadra-
tischen Anordnung hat jedes Neuron zum Beispiel acht ndchste Nachbarn, wéhrend sich bei
einer hexagonalen Anordnung sechs nidchste Nachbarn ergeben (Abbildung 6) [Vandeginste,

2003; Zupan, 1993].

Nach dem Kohonen Konzept werden die Eingabedaten so auf der Kohonen Map abgebildet,
dass dhnliche Signale Neuronen anregen, die rdumlich dicht beieinander liegen. Der Kohonen
Lernprozess beinhaltet die Anpassung des Signalraumes auf das Neuronale Netz. Das Ziel des
Kohonen Lernprozesses ist die Abbildung gleicher Signale auf gleichen Neuronen. Fiir die
Nachbarschaftsbeziehung der Neuronen ist es wichtig, dass jedes Neuron gleich viele Nach-
barn besitzt. Dies ist nicht der Fall fiir diejenigen Neuronen, die sich am Rande der zweidi-
mensionalen Anordnung befinden. Dieses Problem kann gelost werden, indem die Anordnung
der Neuronen so gewihlt wird, dass sich aus der zweidimensionalen Anordnung wie in Ab-

bildung 7 angedeutet ein Torus ergibt [ Vandeginste, 2003; Zupan, 1993].
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a) b)
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Abbildung 2.6: Typische Anordnungen von Neuronen in Kohonen Netzwerken. a) eindimen-
sionale Anordnung von acht Neuronen. b) zweidimensionales rechteckiges Netzwerk, jedes
Neuron, das sich nicht am Rand befindet hat acht Nachbarn c) zweidimensionales hexagona-

les Netzwerk, jedes Neuron, das sich nicht am Rande befindet hat sechs Nachbarn

[

>

\Vi
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=>

Abbildung 2.7: Torusartige Ausrichtung eines zweidimensionalen rechteckigen Neuronalen

Netzwerkes
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Trainingsprozess

Bei einem kompetitiven Lernprozess wird nach Eingabe eines jeweiligen Inputvektors nur
dasjenige Neuron aktiviert, das dem Eingabewert am Ahnlichsten ist. Diesem Neuron wird er
Eingabewert zugeordnet, wihrend alle anderen Neuronen, egal wie dhnlich sie dem Eingabe-
wert sind, praktisch leer ausgehen. Diese Methode wird auch als "the winner takes it all" Me-
thode bezeichnet. Nachdem das Gewinnerneuron definiert ist, wird sein Gewichtsvektor dem
Eingabewert noch besser angepasst. Die Gewichte benachbarter Neuronen werden ebenfalls
angepasst, aber in geringerem Ausmal} als das Gewinnerneuron selbst. Zusétzlich wird der
Effekt mit jedem Iterationsschritt ebenfalls kleiner. Das Ausmafl der Korrektur benachbarter

Neuronen wird durch eine so genannte Scaling Funktion bestimmt [Zupan, 1993].

Der Trainingsprozess kann folgt zusammengefasst werden: Anfangs haben alle Gewichtsvek-
toren Zufallswerte. Es wird ein AhnlichkeitsmaB D zwischen jedem Gewichtsvektor und je-
dem Eingabemuster x berechnet. Das Neuron in der Kohonen Map, das dem Eingabevektor
am dhnlichsten ist "gewinnt" und wird aktiviert. Die Gewichte des Gewinnerneurons werden

wie folgt angepasst:

wt+D) =w@)+n(x—w (¢)) (18)

w ist der Gewichtsvektor und n ist die Lernrate. Die Gewichte der Einheiten in néchster

Nachbarschaft werden ebenfalls angepasst und zwar gemal:

w(t+1)=w(t)+nN(t,r)(x—w(t)) (19)

N(t,r) ist eine vordefinierte Nachbarschaftsfunktion in der r den Abstand zwischen dem ange-
passten Neuron und dem Gewinnerneuron beschreibt. Als Nachbarschaftsfunktionen kommen
unter anderem Blockfunktionen, Triangelfunktionen, GauBBsche Glockenkurven in Frage. Das
gemeinsame Prinzip aller Nachbarschaftsfunktionen ist, dass diejenigen Neuronen, die dem

Gewinnerneuron am néchsten sind, am stirksten angepasst werden.
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Diese Schritte werden fiir alle Eingabemuster wiederholt und der gesamte Zyklus mehrfach
durchlaufen. Wihrend des Trainingsprozesses wird die Nachbarschaftsfunktion iiblicher wei-

se eingeschrinkt, so dass das Netzwerk konvergieren kann.

Resultat aus der Trainingsprozedur ist, dass die Gewichtsvektoren des Gewinnerneurons und
seinen Nachbarn den Eingabevektoren immer mehr anndhern. So werden dhnliche Eingabe-
vektoren auf derselben Region abgebildet. Da keine abhédngige Variable mit dem Ziel einer
Korrelation in den Trainingsprozess eingeht, wird diese Art des Trainings als "nicht {iber-

wacht bezeichnet [ Vandeginste, 2003]

2.4.1.2. Mogliche Darstellungen des Ergebnisses

Output Activity Maps

Ein trainiertes Kohonen Netzwerk gibt fiir einen Eingabevektor x; ein Gewinnerneuron mit
dem Gewichtsvektor wy, der dem Eingabewert x; am dhnlichsten ist. Die Darstellung der
Ahnlichkeit der aller Gewichtsvektoren zum Gewinnervektor wy, mit einem Farbcode erlaubt
die Inspektion von Regionen, die einen dhnlichen Gewichtsvektor haben wie ein gegebener

Eingabevektor x;. Fiir jeden Eingabevektor x ergibt sich ein andere Output Activity Map.

Abbildung 8: Beispiel fiir ein Output Activity Map fiir einen Eingabevektor. Das Gewinner-
neuron ist schwarz markiert. Je dunkler der Farbcode der anderen Neuronen, desto dhnlicher

sind ihre Gewichte dem Eingabevektor.
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Belegungsdichtemaps (Counting Maps)

Hierbei wird die Anzahl der Objekte, die einem Neuron zugeordnet wurden iiber einen Farb-
code dargestellt. Je mehr Objekte in einem Neuron enthalten sind, desto dunkler der Farbco-
de. Diese Darstellungsweise erlaubt die Identifikation von Clustern auf der Kohonen Netz-
werkkarte gemédll Abbildung 2.9. In der vorliegenden Arbeit wurden Belegungsdichtediffe-
renzen fur unterschiedliche Molekiile berechnet, um Bereiche maximaler Differenz in der

Molekiiloberflache zu identifizieren.

Abbildung 2.9: Belegungsdichtemap fiir einen kompletten Satz von Eingabevektoren. Je
dunkler der Farbcode, desto mehr Eingabevektoren wurden dem betreffenden Neuron zuge-

ordnet. In diesem Beispiel konnen zwei Cluster auf der Netzwerkkarte identifiziert werden.

Feature Maps

so genannte Feature Maps werden erhalten, wenn die Trainingsobjekte mit zusétzlichen La-
bels versehen werden, die dann als Farbcode oder Zahlencode auf der Kohonen Netzwerkkar-
te abgebildet werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde zum Beispiel das mittlere Elekt-
rostatische Potential fiir die in jedem Neuron enthaltenen Oberflichendatenpunkte als Farbco-

de auf die Kohonen Maps projiziert.
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(weiB3): keine Datenpunkte

(rot): ESP < - 5 kcal / mol

(orange): ESP > - 5 kcal / mol und< -1 kcal / mol
(hellgelb): ESP > -1 kcal / mol und < 1 kcal / mol
(hellblau) ESP > 1 kcal / mol und < 5 kcal / mol
(dunkelblau) ESP > 5 kcal / mol

Abbildung 2.10: Beispiel fiir eine Kohonen Feature Map, bei der das Elektrostatische Poten-

tial (ESP) der enthaltenen Datenpunkte auf die Kohonen Map projiziert wurde.

2.4.1.3. Anwendung von Kohonen Netzwerken zum Vergleich von Molekiiloberfléichen

Bei der Anwendung von Kohonen Netzwerken zum Vergleich von Molekiiloberflichen nach
Gasteiger [Polanski, 1998; Gasteiger, 1994a] dienen die 3D-Koordinaten x; einer Molekiil-
oberfliche als Eingabevektoren fiir das Neuronale Netz (Abbildung 2.11). Jeder Eingabevek-
tor wird jeweils dem Neuron zugeordnet, dessen Gewichtsvektor w; dem Eingabevektor am
Ahnlichsten ist. Dabei werden die Gewichtsvektoren der Neuronen den Eingabevektoren, hier
den Koordinaten der Molekiiloberfliche durch den Trainingsprozess angepasst. Werden die
Gewichtsvektoren des Neuronalen Netzes in den dreidimensionalen Raum projiziert, so haben
diese vor dem Training die Form eines Torus. Nach Abschluss des Trainings dhnelt diese eher
dem Referenzmolekiil. Um unterschiedliche Molekiile zu vergleichen miissen diese die glei-
che rdumliche Orientierung aufweisen, d.h. es muss eine sinnvolle Uberlagerung generiert
werden. AuBlerdem kann man einen Single- oder einen Multiple Template Approach verfol-

gen.
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Abbildung 2.11: Projektion einer Molekiiloberfldache auf ein Kohonen Netz

Bei dem so genannten Single Template Approach (Abbildung 2.12) wihlt man dasjenige
Molekiil mit optimalen Eigenschaften zum Beispiel dem niedrigsten Geruchschwellenwert
aus, um ein Netzwerk zu trainieren. AnschlieBend werden nacheinander alle Testmolekiile auf

das mit dem Referenzmolekiil trainierte Netzwerk projiziert.

Training Test | "0
. .

v
A

(0] (0]
Referenzmolekiil Testmolekiile

Abbildung 2.12: Single Template Approach
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Die Wahl der Referenzstruktur hat entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis der Berechnung.
Daher ist in manchen Fillen die Anwendung eines Multiple Template Approach (Abbildung
2.13) angemessen. Dabei wird fiir jedes Molekiil des Datensatzes jeweils ein separates Netz-
werk trainiert. Anschlieend erfolgt die Projektion des Referenzmolekiils auf jedes einzelne
dieser Netzwerke. Der Nachteil dieses Ansatzes liegt in seinem hoheren Zeitaufwand, da fiir

jedes Molekiil des Datensatzes ein eigenes Netzwerk trainiert werden muss.

1 j Training

Testmolekiile

A

Q

«— o
- Y
Referenzmolekiil

Abbildung 2.13: Multiple Template Approach

Die erhaltenen Kohonen Maps erlauben zunéchst einen visuellen Vergleich der Molekiile. Die
gesamte 3D Information ist auf den Kohonen Karten enthalten, man sieht das Molekiil prak-
tisch auf einen Blick von allen Seiten gleichzeitig. Auch chirale Informationen gehen hierbei
nicht verloren. In der vorliegenden Arbeit wurde der numerische Output des Neuronalen Net-
zes einer Partial Least Square Regression zur Herstellung einer Korrelation mit den jeweiligen
Geruchschwellenwerten unterworfen. Das Prinzip dieser statistischen Methode wird im fol-

genden Kapitel nédher erldutert.
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2.4.2. Partial Least Square Regression (PLS)

Die Partial Least Square Regression (PLS) ist eine Methode der Hauptkomponentenregressi-
on, und stellt eine Kombination aus der Hauptkomponentenanalyse (Principal Component
Analysis, PCA) und der Multiplen Linearen Regression (MLR) nach der Least Squares Me-
thode dar [Danzer, 2001].

Ziel der klassischen Hauptkomponentenanalyse ist es, die Variablen einer Datenmatrix durch
eine geringere Zahl von unkorrelierten Hauptkomponenten (Faktoren, latente Variablen) so
darzustellen, dass die urspriingliche Information der Variablen weitestgehend erhalten bleibt.
Voraussetzung hierfiir ist, dass ein Teil der Variablen miteinander korrelieren und damit re-
dundante Information enthalten. Dabei kann man zwei Extremfille unterscheiden: Wenn alle
Variablen unkorreliert sind, dann ist eine Dimensionsreduktion ohne Informationsverlust un-
moglich. Der andere Extremfall tritt ein, wenn alle Variablen vollstidndig untereinander korre-
liert sind. In diesem Fall lisst sich die Information auf eine Dimension reduzieren [Danzer,

2001].

Geometrisch kann man die Hauptkomponentenanalyse als Rotation des m-dimensionalen Ko-
ordinatensystems der Originalvariablen in das neue Koordinatensystem der Hauptkomponen-
ten interpretieren. Die neuen Achsen werden dabei so aufgespannt, dass die erste Hauptkom-
ponente (PC1) in Richtung der maximalen Varianz der Daten zeigt. Die weiteren Hauptkom-
ponenten stehen jeweils senkrecht dazu und weisen in Richtung der jeweils verbleibenden
maximalen Varianz. Dieses Verfahren wird solange durchgefiihrt, bis eine vorher festgesetzte
Anzahl von Faktoren extrahiert wurde oder ein anderes Abbruchkriterium erfiillt wurde [Dan-

zer, 2001; [5]].

Das Ziel der Partial Least Square Regression ist nun die latenten Faktoren / Hauptkomponen-
ten so zu definieren, dass sie Vorhersagekraft fiir die abhingige Variable besitzen und die
unabhingigen Variablen effektiv beschreiben. Die Hauptkomponenten einer PLS stellen mo-
difizierte PCA-Hauptkomponenten dar. Thre Abweichung von den PCA-Komponenten dient
der Verbesserung der Korrelation mit der vorherzusagenden Variablen auf Kosten der Varianz

der Faktoren [Danzer, 2001]
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Fiir eine ausfiihrliche Herleitung der mathematischen Grundlagen, die den Rahmen dieser
Arbeit iibersteigen wiirden, sei auf die entsprechende Fachliteratur verwiesen [Danzer, 2001;

Field, 2000; Massart, 1997; Vandeginste, 1998; [4-7]]
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2.5. Struktur-Geruchsbeziehungen, Stand der Forschung

Versuche, die Zusammenhinge zwischen Struktur und Geruch zu erkldren, gehen iiber ein
Jahrhundert zuriick. Bereits 1918 hat der Chemie Nobelpreistriger Leopold Ruzicka beschrie-
ben, dass die geruchlichen Eigenschaften einer Substanz von der Form des Molekiils be-
stimmt wird, wihrend die osmophoren (funktionellen) Gruppen lediglich Variationen der ge-

ruchlichen Eigenschaften hervorrufen [Boehlens, 2003a].

Eine der ersten umfassenden Theorien zum Thema Struktur Geruchsbeziehungen wurde in
den 70er Jahren von John E. Amoore aufgestellt. In seiner "Stereochemischen Geruchstheo-
rie" korreliert er die spezifische Geruchsqualitit einer chemischen Verbindung mit ihrem Ka-
lottenmodell. Dabei definiert er zunichst die fiinf Primérgeriiche camphrig, moschusartig,
blumig, minzig und etherisch. Nach seiner Theorie wird der camphrige Geruch von kugelfor-
migen Molekiilen ausgelost, wihrend eine moschusartige Geruchsqualitit eine scheibenfor-
mige Anordnung erfordert. Auch stellt er Hypothesen iiber die rdumlichen Dimensionen der
Rezeptorbindestelle auf und definiert zum Beispiel eine Linge von 11,5 A, eine Breite von 9
A und eine Tiefe von 4 A fiir den Moschusrezeptor. Mischgeriiche sollen dadurch zustande
kommen, dass ein Riechstoff in der Lage ist, an mehrere Rezeptorstellen zu binden. Spiter
dehnt Amoore seine Theorie aus und definiert weitere Priméargeriiche, die er aus dem Auftre-

ten spezifischer Anosmien ableitet [Ohloff, 1990; Amoore, 1977].

Seitdem hat es zahlreiche Veroffentlichungen zum Thema Struktur-Geruchsbeziehungen ge-
geben, Ubersichtsartikel wurden zum Beispiel veroffentlicht von [Boelens 2003a und 2003b;
Kraft, 2000, Frater 1998; Chastrette 1997; Rossiter 1996b].

Die meisten Arbeiten stellen Fallstudien dar, die sich auf die Beschreibung statistischer Zu-
sammenhinge zwischen ausgewihlten Deskriptoren und der Geruchsqualitidt beschridnken.
Geruchsintensititen in Form von Geruchschwellenwerten sowie stereochemische Aspekte

werden in den meisten Arbeiten nicht beriicksichtigt.
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2.5.1 Beispiele fiir Fallstudien

Einer der ersten Fallstudien wurde 1977 von Lemont B. Kier veroffentlicht. Er korreliert mo-
lekulare Konnektivititsindizes erfolgreich mit Literaturdaten zur Odor Similarity (OS) von
etherischen, blumigen und benzaldehydartigen Riechstoffen, sowie zur spezifischen Anosmie
gegeniiber Fettsduren [Kier, 1977]. Eine der ersten Arbeiten, die die Erzeugung dreidimensio-
naler Strukturmodelle beinhaltet, ist die Studie von Paul E. Edwards, die eine Korrelation der
Geruchschwellenwerte von 59 Verbindungen unterschiedlicher Geruchsqualitdt mit einer
Reihe von strukturellen, topologischen und geometrischen Deskriptoren herstellt. Fragwiirdig
ist in diesem Zusammenhang die Ausdehnung der Korrelation auf Verbindungen hochst un-
terschiedlicher Geruchsqualitit und Einbeziehung von Nicht-Aromastoffen, wie zum Beispiel
Pyridin und Acetonitril [Edwards, 1989]. Chirale Aspekte werden in beiden Arbeiten nicht
beriicksichtigt.

M. Chastrette verdffentlichte 1992 eine Reihe von Fallstudien unter Beriicksichtigung der
Stereochemie. Mit dem Softwarepaket Alchemy II wurden dreidimensionale Molekiilmodelle
von 16 Enantiomerenpaaren generiert und anhand deren Uberlagerungen Riickschliisse iiber
den Einfluss der Stereochemie auf die Auspriagung einer campherartigen, urinartigen, amber-
artigen bzw. nootkatonartigen Geruchsqualitit diskutiert. Chastrette unterscheidet hierbei drei
Kategorien von stereochemischen Effekten. 1. Der Geruch zweier Enantiomere unterscheidet
sich weder in Geruchsqualitéit noch in Geruchsintensitit, wie zum Beispiel fiir die beiden E-
nantiomere des Campher. 2. Enantiomere besitzen dieselbe Hauptnote beziiglich ihrer Ge-
ruchsqualitit, unterscheiden sich aber in ihren Nebentonalititen und ihrer Geruchsintensitit,
wie fiir das urinartig riechende 2-Methyl-4-(5,5,6-exo-trimethyl-2-exo-norbornyl)-
cyclohexanon beschrieben. 3. Die geruchlichen Eigenschaften zweier Enantiomere unter-
scheiden sich in Geruchsqualitit und Intensitdt, wie zum Beispiel beim Nootkaton, dessen
(+)-Enantiomer einen grapefruitartigen Geruch aufweist, wihrend das (-)-Enantiomer eine
holzige Note besitzt. Als kritischer Schritt fiir die Untersuchung von Struktur-
Geruchsbeziehungen wird die Wahl des Referenzmolekiils und die Art der Uberlagerung her-
ausgestellt, da diese allein auf empirischen Regeln und dem Sachverstindnis des Chemikers
beruht. Da bei insgesamt 16 Enantiomerenpaaren und vier verschiedenen Geruchsqualititen
nur drei bis sechs Enantiomerenpaare beriicksichtigt wurden, besitzt diese Studie leider nur

eingeschrinkte statistische Relevanz [Chastrette, 1992]



2.5. Struktur-Geruchsbeziehungen. Stand der Forschung 41

Neueste Fallstudien mit begrenzter statistischer Relevanz haben zur erfolgreichen Synthese
neuer spirocyclischer Ether mit amberartigem Geruch [Winter, 2004], sowie den neuen prop-
rietiren Geruchstoffen Fleuranil® und Khusinil® als funktionelle Riechstoffe gefiihrt [Narula,
2004]. Weitere Studien werden weiter unten im Zusammenhang mit einzelnen Geruchsquali-

tiaten besprochen.

2.5.2 Olfaktophorhypothesen

Ein weiterer Ansatz besteht in der Entwicklung von Olfaktophorhypothesen. Analog zu
Pharmakophorhypothesen im Wirkstoffdesign werden durch die Uberlagerung aktiver Mole-
kiile so genannte pharmakophore bzw. olfaktophore Features definiert, die allen aktiven Mo-
lekiilen gemeinsam sind. Nicht aktive Verbindungen geben Aufschluss iiber verbotene Berei-

che, die sich negativ auf die Geruchsintensitit bzw. Qualitdt auswirken.

Basierend auf der entwickelten Hypothese ermoglichen Datenbanksuchen ein systematisches,
virtuelles Screening nach Verbindungen, die die gleichen Eigenschaften erfiillen und fiir das
anschlieBende Laborexperiment prioritisiert werden. Fiir die Geruchstoffchemie krankt dieser
Ansatz an der Verfiigbarkeit analoger Datenbanken sowie der Uberpriifbarkeit des Modells
mit ausreichend diversen Strukturen. Im Jahr 2002 hat Fumiko Yoshii zum Beispiel eine Da-
tenbank fiir Geruchstoffe vorgestellt, die insgesamt 1205 Chemikalien und 287 Geruchstoffe
enthilt [Yoshii, 2002]. Vergleichbare Datenbanken in der Medizinalchemie besitzen bis zu

einer Million Strukturen und dariiber.

Beispiele fiir Olfaktophorhypothesen

Eine der ersten Arbeiten, die eine solche Olfaktophorhypothese fiir Monoterpenlactone auf-
stellt, wurde 1990 von Hideki Tabeta veroffentlicht. Es wird eine Dreipunktinteraktion mit
der Carbonylgruppe, der Hydroxygruppe und einer Alkylgruppe mit einem korrespondieren-
den Wasserstoffdonor, einem Protonenakzeptor und einer hydrophoben Tasche auf der Seite
des Rezeptorproteins vorgeschlagen. Die Arbeit basiert auf zwolf Monoterpenlactonen nicht
nur unterschiedlicher Geruchsintensitit sondern auch -qualitit. Da Geruchstoffe unterschied-

licher Geruchsqualitit unterschiedliche Wechselwirkungsmechanismen mit den Geruchsre-
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zeptoren aufweisen, ist die Ableitung eines einheitlichen Interaktionsmodells fraglich. Auch

wurde der Einfluss der Stereochemie nicht beriicksichtigt [Tabeta, 1990]

Chastrette stellt 1998 ein Interaktionsmodell fiir minzige Geruchstoffe vor. Fiir insgesamt 150
Verbindungen, davon 68 mit minzeartigem und 82 mit nicht minzeartigem Geruch, wurden
unter Verwendung des Softwarepakets Sybyl dreidimensionale Molekiilmodelle generiert und
nach Uberlagerung mit einem Referenzmolekiil anhand eines Root Mean Square Distance
Parameters verglichen. Die Untersuchungen fiihrten zur Ableitung eines "Mintyphores", das
aus einem alicyclischen Ring, einer oxygenierten funktionellen Gruppe, einem equatorialen
Alkylsubstituenten und einem weiteren Wasserstoffatom oder Alkylsubstituenten besteht.
Auch werden Distanz- und Volumenkriterien fiir die unterschiedlichen Features aufgestellt

[Chastrette, 1998].

Ein weiteres Beispiel fiir eine Olfaktophorhypothese stammt von Jerzy A. Bajgrowicz. Unter
Verwendung des Softwarepaketes Catalyst und unter ausdriicklicher Beriicksichtigung der
Stereochemie leitet er aus 18 Verbindungen hoher und mittlerer Geruchsintensitidt und 19
Verbindungen schwacher bis nicht vorhandener Geruchsintensitét ein Sandelholz Olfaktophor
ab, das aus einem Wasserstoffbriickendonor und vier hydrophoben Regionen in festgelegten
interfunktionellen Abstinden besteht [Bajgrowicz, 2000]. Weitere Olfaktophorhypothesen aus
dem Hause Givaudan wurden von Philip Kraft in einem Ubersichtsartikel zusammengefasst
und umfassen die Geruchsqualititen Birne, Galbanum, Maiglockchen, Ambra und Moschus

[Kraft, 2000].

2.5.3 Ligandenbasierte und strukturbasierte Ansétze

Da die dreidimensionale Struktur des Geruchsrezeptors und die Beschaffenheit der Bindestel-
le weitgehend unbekannt sind, erfolgt die Entwicklung solcher Olfaktophorhypothesen in der
Geruchstoffchemie weitgehend ligandenbasiert. Die untersuchten Liganden sind sich in der
Regel sehr dhnlich und stammen hdufig aus ein und derselben Substanzklasse. Die Abde-

ckung des gesamten Rezeptorraums ist in diesen Fillen eher unwahrscheinlich.

Ist die dreidimensionale Struktur des Rezeptors bekannt, kann ein strukturbasierter Ansatz
unter Einbeziehung des Zielproteins durchgefiihrt werden. Das strukturbasierte Design geht

davon aus, dass ein Wirk- oder Aromastoff and ein definiertes Zielprotein bindet, wobei eine
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weitgehende strukturelle und chemische Komplementaritit zwischen Zielprotein und Ligand
Voraussetzung ist fiir eine starke und selektive Bindung an das Zielprotein. Die Suche nach
einem Molekiil, dass moglichst perfekt in die Bindetasche des Zielproteins hineinpasst, nennt

man strukturbasiertes Design [Bohm et al. 1996].

Strukturbasierte Ansidtze konnen beispielsweise zur Untersuchung Wechselwirkungen von
Aromastoffen mit der Lebensmittelmatrix dienen. Fiir viele Lebensmittelproteine wie -
Lactoglobulin und Bovine Serumalbumin ist die dreidimensionale Struktur des Proteins be-

kannt, so dass theoretische Docking Experimente durchgefiihrt werden konnen [Guth, 2004].

Fir die Untersuchung von Struktur-Geruchsbeziehungen mangelt es an der Verfiigbarkeit
dreidimensionaler Strukturen des jeweiligen Rezeptorproteins. Mittels Homologiemodelling
konnen aus der Aminoséduresequenz bekannter Geruchrezeptoren Hypothesen fiir dreidimen-
sionale Strukturen zwar theoretischen berechnet werden, doch sind diese nicht am Experiment

tiberpriifbar [Hummel, 2005; Hall, 2004].

2.5.4 Beispiele fiir einzelne Geruchsqualitiiten

Im Folgenden werden beispielhaft einige Arbeiten im Zusammenhang mit ihren Geruchsqua-

litdten bzw. Substanzklassen zusammengefasst.

Zahlreiche Studien beziehen sich auf einen Datensatz iiber die Substanzklasse der Alkylpyra-
zine mit nussigem, erdigem, siiBem und erbsigem Geruch. Die Geruchschwellenwerte von 80
Alkylpyrazinen wurden vorgestellt und die Zusammenhinge zwischen Substitutionsmuster
und Geruchsintensitit herausgearbeitet. Auch wurde analog zu den oben diskutierten Olfak-
tophorhypothesen eine Rezeptorhypothese fiir Pyrazine mit erdigem Geruch abgeleitet [Wag-
ner, 1999].
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2.5.4.1 Untersuchung unterschiedlicher statistischer Verfahren fiir die Anwendung von

Struktur-Geruchsbeziehungen bei Pyrazinen:

Gerhard Buchbauer stellte unter Verwendung von Literaturdaten unterschiedlicher Quellen
eine schwellenwertbasierte Studie vor. Die Korrelation der Geruchschwellenwerten von 46
Pyrazinen gleicher Geruchsqualitdt mittels QSAR und CoMFA lieferten beide zufrieden stel-
lende Resultate beziiglich statistischer Signifikanz und Vorhersagekraft. Eine Kombination
der klassischen CoMFA Felder mit einer separaten multiplen linearen Regression lieferte

hierbei die besten Ergebnisse [Buchbauer, 2000].

AuBerdem wird der Einsatz eines Neuronalen Netzwerkes nach Multilayer Perceptron Metho-
de erfolgreich fiir die Korrelation von Geruchsqualitit und -intensitit von 98 Pyrazinen der
Geruchsqualitét griin, paprika und nussig eingesetzt [Wailzer 2001]. In einer weiteren Studie
wird das Multilayer Perceptron Netzwerk und die Self-Organising Molecular Field Analysis
(SOMFA) erfolgreich zur Klassifizierung von 50 Pyrazinen eingesetzt, die erdigen, griinen
oder einen Mischgeruch aufweisen [Klocker 2002b]. Zuletzt wurde die Einsetzbarkeit von
Bayesian Neural Networks ebenfalls erfolgreich anhand von 133 Pyrazinen dargestellt [Klo-
cker 2002a]. Ovidui Ivanciuc setze so genannte Vektor Maschinen zur Untersuchung von

Struktur-Geruchsbeziehungen bei Pyrazinen ein [Ivanciuc, 2002].

2.5.4.2 Stand der Forschung auf dem Gebiet der amberartigen Geruchstoffe

Giinther Ohloff fasste Olfaktion als Mehrpunktwechselwirkung zwischen Stimulus und akti-
ver Stelle eines Rezeptormolekiils auf und entwickelte die "triaxiale Regel der Geruchsensati-
on" fiir amberartigen Geruch. Demnach ist ein trans-Dekalinsystem mit drei axialen Gruppen
in 1,2,4 Position notwendig fiir die Auspriagung einer amberartigen Geruchsqualitidt. Die Sub-
stituenten in 1 und 2 Position konne Wasserstoffe sein, ihre Funktion liegt lediglich darin,
dass eine trans-Konfiguration des Dekalinsystems sichergestellt ist. Die funktionelle Gruppe
in Position 4 sollte einen Sauerstoff in Form einer Alkohol-, Ether- oder Estherfunktion sein

[Rossiter, 1996b; Ohloff 1990].
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Die Entdeckung von Cyclohexyltetrahydrofuran als einem neuen amberartigen Geruchstoff
fiihrte unter Verwendung eines elektronisch topologischen Ansatzes zur Entwicklung des
Amberdreiecks. Ausgehend von dem Postulat, dass Struktur und Stereochemie ausgedriickt in
Bindungswinkeln, Bindungsldangen und Abstinden zwischen spezifischen funktionellen
Gruppen nicht geniigen, sondern dass elektronische Eigenschaften wie die Atombeitrige zum
hochsten besetzten und niedrigsten unbesetzten Molekiilorbital (HOMO und LUMO) beriick-
sichtigt werden miissen, kombiniert der so genannte elektronisch-topologische Ansatz (ET)
die molekulare Konformation (Topologie) und die elektronische Struktur eines Molekiils zur

Erkldrung von Struktur Geruchsbeziehungen [Rossiter 1996b; Ohloff, 1990]

Ein neuerer elektronisch-topologischer Ansatz stellen die elektronentopologischen Nachbar-
schaftsmatrizen (Electronic-Topological Matrizes of Contiguity, ETMC) nach Shvets und
Dimoglo dar. Die Anwendung dieser Matrizes fithrte zur Ableitung zweier notwendiger
Fragmente fiir amberartigen Geruch. Das erste Fragment enthilt ein Sauerstoffatom und vier
Kohlenstoffatome definierten Abstands. Das zweite Fragment enthélt zwei Methylgruppen in
definiertem Abstand. Eine weitere Bedingung fiir amberartigen Geruch ist die sterische Ver-

fiigbarkeit des Sauerstoffs von 6 A [Shvets, 1998; Rossiter, 1996b; Bersuker, 1991].

Die sterische Verfiigbarkeit des Sauerstoffs steht im Einklang mit Arbeiten von Winter, die
sich ausschlieBlich auf die 16sungsmittelzugéngliche Oberfliche des Sauerstoffatoms konzent-
riert. Dieser Ansatz wurde unter Verwendung des Softwarepakets MacroModel wieder aufge-
griffen und fiihrte, obwohl lediglich Razemate untersucht wurden, zum Design neuer spiro-

cyclischer Ether mit Ambergeruch [Winter, 2004; Rossiter 1996b].

Bajgrowicz und Broger fiihrten unter Verwendung des Softwarepakets CATALYST eine
dreidimensionale QSAR Studie unter Beriicksichtigung einer Reihe von energetisch erlaubten
Konformationen von Ambergeruchstoffen durch. Es wurde eine Olfaktophorhypothese abge-
leitet auf vier hydrophoben Regionen, einem gerichteten Wasserstoffbriickenbindungsakzep-
tor und sechs Ausschlussvolumina beruht. Aulerdem wurden die Dimensionen der Rezeptor-
bindetasche eingegrenzt. Dieses Modell wurde erfolgreich zum Design und zur Optimierung
eines spirocyclischen Campherderivats als neuem Ambergeruchstoff eingesetzt [Kraft, 2000;

Rossiter, 1996b].
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Eine neuere Studie unter Verwendung elektronentopologischer Nachbarschaftsmatrizen fiihrt
zur Definition eines aktiven Ambergris Fragmentes (AAF), das die An- bzw. Abwesenheit
eines amberartigen Geruchs von 181 Geruchstoffen korrekt beschreibt. Das AAF besteht aus
einem Sauerstoffatom und drei Kohlenstoffatomen in definierten Abstinden und definierten

Atomladungen [Gorbachov, 1999].

Alle vorgestellten Studien tiber Ambergeruchstoffe klassifizieren lediglich die Anwesenheit
und Abwesenheit eines amberartigen Geruchs. Die Geruchsintensitit ausgedriickt in Geruch-

schwellenwerten wird nicht beriicksichtigt.

2.5.4.3 Stand der Forschung auf dem Gebiet der Ester mit fruchtigen Geruch.

Karen Rossiter hat die Hansch Analyse, COMFA und Hauptkompopentenanalyse (Principal
Component Analysis) angewendet auf einen Datensatz aus 27 Estern. Die Geruchsintensitét
von 10%igen Losungen der Analyten in Diethylphtalat wurde im Vergleich zu Ethylpentanoat
als Standard bestimmt. Alle drei Methoden lieferten ein Modell, das die fruchtige Geruchsin-
tensitidt der Ester mit einer begrenzten Anzahl von molekularen Deskriptoren korrelieren
konnte. Vorteile und Grenzen der einzelnen Methoden werden ausfiihrlich diskutiert [Rossiter
1996a]. Topologischer Indizes wurden ebenfalls erfolgreich als Deskriptoren zur statistischen

Korrelation und Vorhersage des fruchtigen Geruchs eingesetzt [ Amboni, 2000].

2.5.4.4 Stand der Forschung auf dem Gebiet der Lactone

Fiir eine ausfiihrliche Ubersicht iiber Wichtigkeit und Vorkommen von Lactonen in Lebens-
mitteln, ihre Geruchsqualititen und Geruchschwellenwerte in Wasser und Ol sei verwiesen
auf Maga [Maga, 1976] und Dufossé [Dufosse, 1994]. Mosandl beschreibt dariiber hinaus die
Geruchsqualititen und -intensitidten von y- und d0-Lactonen unter Beriicksichtigung der Ste-
reochemie [Mosandl, 1988 und 1989]. Zur Bestimmung der geruchlichen Eigenschaften wur-
den 1%ige Losungen der betreffenden Lactone in Propylenglykol aufgebracht auf Riechstrei-
fen, so dass eine Vortduschung anderen Geruchsqualitdt oder zu niedriger Geruchschwellen-
werte durch Spuren eines geruchsintensiveren Stereoisomers nicht zweifelsfrei ausgeschlos-
sen werden kann. Geruchschwellenwerte enantiomerenreiner y- und d-Lactone, die mittels

chiraler GC-Olfaktometrie bestimmt wurden, sind in der Literatur bisher nicht beschrieben.
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Die unter 2.5.2 bereits erwidhnten Olfaktophorhypothese fiir Monoterpenlactone ldsst stereo-

chemische Aspekte ebenfalls unberiicksichtigt [Tabeta, 1990].
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese von Modellverbindungen. Konformationsanalyse

3.1.1. Modellverbindungen

Die in den Abbildungen 3.1 bis 3.4 aufgefiihrten Verbindungen wurden zur Untersuchung
von Struktur-Geruchsbeziehungen herangezogen. Arbeitsvorschriften fiir die selbst syntheti-

sierten Lactone, sowie Bezugsquellen fiir kommerziell erhiltliche Verbindungen finden sich

im Experimentellen Teil (Verweis dieser Arbeit).
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Abbildung 3.1: Modellverbindungen. Monocyclische Lactone der Geruchsqualitidt kokosartig
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Abbildung 3.2: Modellverbindungen. Ungesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitét
koskosartig.
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Abbildung 3.3: Modellverbindungen. Gesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitit
kokosartig
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Abbildung 3.4: Modellverbindungen. Weitere bicylische Lactone unterschiedlicher Geruchs-

qualitit
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3.1.1 Enantioselektive Synthese der 8 Stereoisomere von 3,6 Dimethyl-3a4,5,7a-
tetrahydro-2(3H)-benzofuranon.

Die enantioselektive Synthese der acht Stereoisomeren des 3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-
tetrahydro-2(3H)-benzofuranons (Abbildung 1, 1a-h) erfolgte nach Guth (1996) entsprechend
dem in Abbildungen 3.5a und 3.5b gezeigten Reaktionsschema. Arbeitsvorschriften der ein-

zelnen Reaktionschritte finden sich in Anhang dieser Arbeit.

X

1a 1c
t-BUOOH/
PDC/Benzol
é 9-BBN/THF é é PDC/DMF é é MeOH/H- é é
A /\CHOH \CHOH /\COOH " GooH /\COCH “coocH,
R-Limonen
t+BUOOH/
PDC/Benzol
NaBH,/CaCl,/
NaOH/H,0 i Propanol
le} o o [}
Ao &«o /\COOH \\\\\ “cooH /\COCH “coocH, ~">cocH;" > cooCH,
19

Abbildung 3.5a: Reaktionsschema fiir die enantioselektive Synthese der bicyclischen Lacto-

ne la, Ic, le und 1g nach Guth (1996).
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Abbildung 3.5b: Reaktionsschema fiir die enantioselektive Synthese der bicyclischen Lacto-
ne 1b, 1d, 1f und 1h nach Guth (1996).
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3.1.2 Enantioselektive Synthese der 16 Stereoisomere (2aj.;-2h;.;)von Dimethylhexa-

hydrobenzofuranon

Die 16 Isomere der Dimethylhexahydrobenzofuranone (2a;.,-2h;;) wurden entsprechend dem
in Abbildung 3.6 dargestellten Syntheseschema durch selektive Hydrierung iiber Rhodium
aus den acht enantiomerenreinen 3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranonen

la-h synthetisiert.

% Rhodium/H, % l Rhodium/H, %
/\5 /\5 MO /\§ /\5 MO
o) 0 o) o) o) 0
1a 2a1 2a2 1e 2e1 2e2
Rhodium/H, Rhodium/H,
1b 2b1 2b2 1f
Rhodium/H, % Rhodium/H,
< ~
X . . .
1c 2ci 2c2 19
Rhodium/H, Rhodium/H,
0
o)

2d1

2h1 2h2

Abbildung 3.6: Selektive Hydrierung von 3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-

benzofuranon 1a-h zu Dimethylhexahydrobenzofuranon (2a;.,-2h; ;)
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3.1.3 Synthese weiterer Modellverbindungen

a) Dehydromintlacton

Mintlacton 4a ist kommerziell in 90%iger Reinheit erhéltlich. Die verbleibenden 10% entfal-
len auf das das Enantiomer des Mintlactons 4b, im folgenden e-Mintlacton genannt sowie iso-
Mintalacton 5. Die drei Verbindungen konnen erfolgreich an der chiralen Phase BGB 174
getrennt und so ihre Geruchschwellenwerte bestimmt werden. Dehydromintlacton (6) wurde

entsprechend dem in Abbildung 3.7 dargestellten Syntheseschema selbst synthetisiert.

CrO4/Pyridin H+

= o \

o~ o

Abbildung 3.7: Synthese von Dehydromintlacton 5

b) Synthese der bicyclischen Lactone 7 und 8:

Die Synthesesequenz fiir die bicyclischen Lactone 7 und 8 ist in Abbildung 3.8 dargestellt.
Ausgehend von einem chiralen Acrylsdauremethylester wurde eine stereospezifisch induzierte
Diels-Alder-Reaktion durchgefiihrt. Bei der Reaktion wurde das Diastereomer 1 zu 70% und
das Diastereomere 2 zu 30% gebildet. Dies stimmt gut mit der theoretisch zu erwartenden
Diastereomerenzusammensetzung von 65:35 iiberein, die sich aus den mittels Hyperchem 5.0
berechneten Energieberechnungen ergibt. Die eindeutige Bestimmung der absoluten Stereo-
chemie des 6-Methyltetrahydrobenzofuranons (Lacton 7) erfolgte durch Uberfiihrung in das

Weinlacton 1a , dessen absolute Konfiguration bekannt ist [Guth, 1996].
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Abbildung 3.8: Synthese der bicyclischen Lactone 7 und 8.
¢) Bicyclen 3a-d

In Abbildung 3.9 ist die Synthese der vier 4,8 Dimethyl-oxabicyclo [3.3.1] non-7-en-3-one
(3a-3d) ausgehend von Carvylacetat beschrieben. Auch entstehen diese bicyclischen Lactone
als Nebenprodukte bei der Synthese der bicyclischen Lactone 1 e, 1 g, 1 fund 1 h und konnen
sdulenchromatographisch von diesen getrennt werden. Die relative Konfiguration der Methyl-

gruppe (C-4) wurde mittels NMR-Methoden bestimmit.

OCOCH, OCOCH, OCOCH,

9-BBN/THF PDC/DMF NaOH/H,0O, H*

3c " sa
x OH COOH
vy o

Abbildung 3.9: Synthese der bicylischen Lactone 3a-3d
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3.1.2. Konformationsanalyse

Die synthetisierten Verbindungen wurden mittels Massenspektrometrie (MS) und ein- bzw.
zweidimensionaler NMR-Methoden identifiziert. Zur Kldrung von konformativen Aspekten
wurden die bicyclischen Lactone 1a, 2al und 2a2 in unterschiedlichen Losungsmitteln (Cg¢Dg,
D,0, CDCI3) mittels NMR untersucht. Die Bestimmung der Konformation erfolgte durch
Ermittlung der Kopplungskonstanten (*J, Hz) der Protonen H-3 und H-3a im Lacton. Die er-
mittelten Kopplungskonstanten *J33, stehen in direktem Zusammenhang mit den Diederwin-
keln und somit mit den Konformationen der Lactone. Mit Ausnahme von (3aS, 3S, 7aR) 3,6
Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1a) lagen die untersuchten Lactone 2al,
2a2, 2el, 2e2, 1c und 1e in einer bevorzugten Konformation vor (Abbildung 3.10 und Tabel-
le 3.1) So wurden zum Beispiel fiir die Verbindungen 2al und 2a2 in den untersuchten Lo-
sungsmitteln fiir das Proton H-3a eine quasi axiale Ausrichtung im Lacton 2al und eine quasi
-dquatoriale Stellung im Lacton 2a2 ermittelt (Tabelle 3.1 und Abbildung 3.11). Die bevor-
zugten Konformationen der Lactone 2al und 2a2 sind in Abbildung 3.11 dargestellt.

15
le / Konformerl Konformer2
(3aeq) (3aax)

B

—— Diederwinkel °J 3.3a

8J3.3a (Hz)

#T3 30 = 12.3 cos*(8) — 2.85 cos(8) — 0.36

-0.6

0 ‘ 50 ‘ 100 ‘ 150

Dihedral Angle (%)

Abbildung 3.10: Abhiingigkeit der Kopplungskonstante *J3 3, (Hz) bei bicyclischen Lac-
tonen (C¢Dg: 1e 13.1Hz, 1¢ 7.6 Hz , 2al 0 Hz 950, 2a2 12.9 Hz, 2e2 6.7 Hz) vom Die-
derwinkel (1e 162°, 1c 20°, 2a1 95°, 2a2 163", 2e2 31°). Der Diederwinkel wurde aus der
in HYPERCHEM (MM+) bzw. Gaussian 98 (Basissatz: 6-31G*) optimierten Struktur

ermittelt.
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Verbindung 1a (Konf. 1) 1a (Konf. 2) 2al (Konf. 2) 2a2 (Konf. 1)
Diederwinkel (°) ® 164 (3a.,) 123 (3a,,) 95 (3a,,) 159 (3a,)
*T3 3, (Hz) ” 13.7 4.9 - -
Exp. “J33, (Hz) C¢Dg 9.2 <1 12.9
Exp. *J33, (Hz) CDCls 8.9 - -
Exp. “Js3, (Hz) D,0 7.2 1.5 13.3
Exp. Konformer (%) C¢Dg" ~48 ~52 ~100 ~100
Exp. Konformer (%) CDCl;® ~45 ~55 - -
Exp. Konformer (%) D,0° ~26 ~74 ~100 ~100
Kalk. Konformer (%) H,0 Meth.: 61 39 - -
MOPAC97 (Tomasimodell, MNDO)
Kalk. Konformer (%) H,0 Meth.: 33 67 - -
Gaus98 (CPCM, Tomasimodell, 6-
31G¥)
Kalk. Konformer (%) H,0O Meth.: 67 34 - -
Gaus98 (SCRF, Onsager Dipolmo-
dell, Freq, 6-31G*%*)
Kalk. Konformer (%) CgH;, Meth.: 53 47 - -
MOPAC97 (Tomasimodell,
MNDO)?
Kalk. Konformer (%) CgHi, 45 55 - -
Meth.: Gaus98 (CPCM, Tomasi-
modell, 6-31G*)
Kalk. Konformer (%) CgHi, 75 25 - -
Meth.: Gaus98 (SCRF, Onsager
Dipolmodell, Freq, 6-31G**)

a) Der Diederwinkel wurde aus der in HYPERCHEM (MM+) bzw. Gaussian 98 (Basissatz: 6-31G*) optimier-
ten Struktur ermittelt.

b) Die Kopplungskonstanten der Konformere wurde in Anlehnung an die Karplus-Beziehung fiir bicyclische
Lactone entwickelt. Die Kopplungskonstante ’) 332 (Hz) wurde nach folgender Gleichung ermittelt: ] 33a =
12.3 cos*(8) — 2.85 cos(8) — 0.36 (6 = Diederwinkel), bzw. aus dem Graphen in Abb. 6 entnommen.

c) Die Anteile der Konformere in Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritit wurden aus den experimentell
ermittelten °J5 5, (Hz) Kopplungskonstanten und den Kopplungskonstanten der einzelnen Konformere errech-
net.

d) Parameter (cf. Tab. ) fiir das Losungsmittel Cyclohexan wurden in dieser Arbeit entwickelt.

Tabelle 3.1: Konformationsanalyse der Lactone 1a, 2al und 2a2 mittels 'H-NMR und Mole-
cular Modelling Methoden.
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\ Ly

2al 2a2

Abbildung 3.11: Bevorzugte Konformationen der Lactone 2al und 2a2

Die Abhiéngigkeit der Kopplungskonstanten 3] 33a (Hz) von Diederwinkel wurde fiir die
untersuchte Verbindungsklasse gemidfl Abbildung 10 entwickelt und zur Bestimmung der

Gleichgewichtsverteilung der beiden Konformere 1 und 2 des Weinlactons 1a eingesetzt

Fiir das Weinlacton la bzw. der dazu enantiomeren Verbindung 1b wurden die in der
Tabelle 3.1 fiir die unterschiedlichen Losungsmittel gefundenen prozentualen Zusam-
mensetzungen der Konformeren 1 und 2 (Abbildung 3.10) aufgefiihrt. Die Gleichge-
wichtszusammensetzung der Konformere 1 und 2 des Weinlactons la ist hier abhingig
von der Polaritiat des Losungsmittels. In einem polaren Losungsmittel wie z.B. Wasser
wurde ein Konformer 1/Konformer 2-Verhiltnis von 26/74 festgestellt (Tabelle 3.1).
Dagegen liegt in einem unpolaren Losungsmitteln wie z.B. Benzol ein Konformer
1/Konformer 2-Verhiltnis von ca. 48/52 vor. Fiir die weiteren Untersuchungen zu den
Struktur-Geruchsbeziehungen von Lactonen wurden beide Konformere des Weinlactons

beriicksichtigt.

Zur Vorhersage von Konformationen von Lactonen in unterschiedlichen Losungsmitteln
wurden Molecular Modelling Methoden eingesetzt. Als Softwarepakete kamen hier
Gaussian98 und MOPAC97 bzw. die darin eingebunden Losungsmittelmodelle zum
Einsatz. Zur Erzeugung der unterschiedlichen Konformationen der Verbindungen mittels
Molecular Dynamic- und Monte-Carlo- Simulationen wurde HYPERCHEMS.0 (Kraft-
feld MM+) verwendet.

In Tabelle 3.1 sind die mittels Molecular Modelling ermittelten Gleichgewichtszusam-

mensetzungen der Lacton-Konformere in den untersuchten Losungsmitteln denen der
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experimentellen Daten gegeniibergestellt. Die Bestimmung erfolgte mittels MOPAC97
und fiir das Losungsmittel Cyclohexan wurden die dazu notigen Parameter in der vorlie-
genden Arbeit entwickelt. Ein Vergleich der experimentellen Daten mit denen der iiber
Molecular Modelling bestimmten Daten zeigt (Tabelle 3.1), dass die eingesetzte ab initio
(Basissatz 6-31G*) Methode CPCM in der Lage ist, die bevorzugten Konformationen
von bicyclischen Lactonen in den untersuchten Losungsmitteln sehr genau vorherzusa-
gen. Die semi-empirische MNDO Methode dagegen ergab nur fiir das unpolare Lo-
sungsmittel eine den experimentellen Daten &dhnliche Vorhersage des Konformeren-

Verhiltnisses.



3.2. Charakterisierung der geruchlichen Eigenschaften 58

3.2 Charakterisierung der geruchlichen Eigenschaften

3.2.1. Bestimmung der Geruchschwellenwerte mittels chiraler GC/Olfaktometrie

Die Charakterisierung der geruchlichen Eigenschaften der Lactone erfolgte durch Bestim-
mung ihrer Geruchschwellenwerte mittels chiraler GC / Olfaktometrie an 2,3-Diacetyl-6-tert-
butyldimethylsilyl-B-cyclodextrin (BGB 174, BGB Analytik AG, Schweiz) bzw. Octakis-
(2,6-di-O-pentyl-3-O-butyryl)-y-cyclodextrin (Lipodex E, Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG). Durch den Einsatz von chiralen stationidren Phasen kann die Vortduschung zu niedriger
Schwellenwerte durch Verunreinigung mit einem geruchsintensiveren Stereoisomer ausge-

schlossen werden.

Unter dem Geruchschwellenwert versteht man die niedrigste Konzentration in ng/l Luft, bei
der der entsprechende Aromastoff noch wahrgenommen wird. Zunichst erfolgt eine Eingren-
zung des jeweiligen Geruchschwellenwertes durch sukzessive Verdiinnung der Messlosungen
um den Faktor 1:10. AnschlieBend erfolgt die genaue Bestimmung des Geruchschwellenwerts
in Verdiinnungsschritten von 1:2. Die Geruchschwellenwerte wurden durch ein Panel von 5

Personen bestimmt und iiber trans-2-Decenal als Referenzsubstanz normiert [Ullrich, 1987].

3.2.2. Ergebnisse und Diskussion zur Bestimmung der Geruchschwellenwerte

3.2.2.1. Bicyclische Lactone

Die betrachteten bicyclischen Lactone weisen bis auf wenige Ausnahmen die gleiche siif3e,
kokosnussartigen Geruchsqualitit auf. Ausnahmen bilden die vier geruchlosen Stereoisomere
von 4,8-Dimethyl-2-oxabicyclo [3.3.1] non-7-en-3-on (3a-d) sowie 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3-
ethyl-6-methyl-2(3H)-benzofuranon (Ethylweinlacton, 8). Letzteres hat mit 50 ng/l Luft einen
um sieben Zehnerpotenzen hoheren Geruchschwellenwert als sein methylsubstituiertes Ana-
log (Weinlacton, 1a) bei gleichzeitiger Verschiebung der Geruchsqualitidt zu terpenartig. Die
niedrigsten Geruchschwellenwerte wurden gefunden fiir (3S, 3aS, 7aR)-3,6-Dimethyl-
3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1a, 10° ng/l Luft) und seine gesittigten Derivate
(3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2a1,1'10'6 ng/l
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Luft) und (3S, 3aS, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2a2,
7-10° ng/l Luft). Dies sind mit Ausnahme von p-Methen-8-thiol (2:10® mg/l Wasser) die
niedrigsten in der Literatur beschriebenen Geruchschwellenwerte [Belitz, 1992; Quadbeck-
Seger, 1999]. Tabelle 3.2 zeigt eine Auflistung der mittleren Geruchschwellenwerte fiir die

bicyclischen Lactone.

3.2.2.2. Monocyclische Lactone

Die monocyclischen Lactone wiesen entweder kokosnussartigen oder pfirsichartigen Geruch
auf. In der homologen Reihe der y-Lactone besitzen die Lactone mit sechs bis zehn Kohlen-
stoffatomen einen kokosnussartigen Geruch, wihrend beide Enantiomere des y-Undeca- und

v-Dodecalactons einen pfirsichartigen Geruch aufweisen.

In der homologen Reihe der d-Lactone besitzen die Lactone mit sechs bis neun Kohlenstoff-
atomen, sowie R-8-Decalacton einen kokosnussartigen Geruch, wihrend die Geruchsqualitiit
fiir S-0-Decalacton bereits nach pfirsichartig verschoben ist. Beide Enantiomere des o-
Undeca- und 8-Dodecalactons haben einen pfirsichartigen Geruch. Fiir die monocyclischen
Lactone mit kokosnussartigem Geruch wurden keine Unterschiede in den Geruchschwellen-
werten gefunden. Fiir die langerkettigen monocyclischen Lactone mit pfirischartigem Geruch

weisen die jeweiligen Enantiomerenpaare unterschiedliche Geruchschwellenwerte auf.

Die niedrigsten Geruchschwellenwerte unter den monocyclischen Lactonen wurden gefunden
fiir R-0-Decalactone (kokosnussartig, 0,6 ng/l Luft) sowie S-3-Undecalactone (pfirsichartig,
0,4 ng/1 Luft) und R-y-Dodecalacton (pfirsichartig, 0,8 ng/l Luft). Auffillig ist, dass die Enan-
tiomere der y- und d-Lactone mit 11 und 12 Kohlenstoffatomen unterschiedliche Schwellen-
werte besitzen. Beide Enantiomere des d-Tetradecalacton weisen aber einer gleichzeitigen
Verschiebung zu einer fettigen Geruchsqualitidt den gleichen Schwellenwert von 188 nl/I Luft
auf. Die mittleren Geruchschwellenwerte fiir die monocyclischen Lactone sind im Folgenden

in Tabelle 3.3 aufgelistet.
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Nr Verbindung Geruchschwellenwert Geruchsqualitit
[ng/1 Luft]
1 (3S, 3aS, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1a) 1-10° kokosnussartig
2 (3R, 3aR, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1b) > 100 -
3 (3R, 3a8S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1c¢) 0,25 kokosnussartig
4 (3S, 3aR, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1d) 80 kokosnussartig
5 (3S, 3aS, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1e) 7-10° kokosnussartig
6 (3R, 3aR, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1f) 14 kokosnussartig
7 (3R, 3a8S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1g) 8 kokosnussartig
8 (3S, 3aR, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1h) 0,05 kokosnussartig
9 (38, 3aS, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2al) 1-10° kokosnussartig
10 (38, 3aS, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2a2) 7-10° kokosnussartig
11 (3R, 3aR, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2b1) > 100 -
12 (3R, 3aR, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2b2) > 100 -
13 (3R, 3a8S, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2¢1) 7.5 kokosnussartig
14 (3R, 3a8, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2¢2) 7,5'10'3 kokosnussartig
15 (3S, 3aR, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2d1) 30 kokosnussartig
16 (3S, 3aR, 6S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2d2) > 100 -

Tabelle 3.2: Gaschromatographisch-olfaktometrisch bestimmte Geruchschwellenwerte [ng/l Luft] bicyclischer Lactone
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Fortsetzung Tabelle 3.2: Gaschromatographisch-olfaktometrisch bestimmte Geruchschwellenwerte [ng/l Luft] bicyclischer Lactone

Nr Verbindung Geruchschwellenwert Geruchsqualitit
[ng/1 Luft]

17 (38, 3aS, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2el) 0,15 kokosnussartig

18 (38, 3aS, 6S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2e2) 0,5 kokosnussartig

19 (3R, 3aR, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2f1) 0,4 kokosnussartig

20 (3R, 3aR, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2f2) 3107 kokosnussartig

21 (3R, 3a8S, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2g1) > 100 kokosnussartig

22 (3R, 3a8, 6S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2g2) > 100 -

23 (35, 3aR, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2h1) > 100 -

24 (3S, 3aR, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2h2) > 100 -

25 4,8-Dimethyl-2 -oxabicylo [3.3.1] non-7-en-3-on (3a-d) > 100 -

26 Mintlacton (4a) 4.5 kokosnussartig

27 E-Mintlacton (4b) 6,0 kokosnussartig

28 Iso-mintlacton (5) 4,5 kokosnussartig

29 Dehydromintlacton (6) 1,0 kokosnussartig

30 3a,4,5,7a-Tetrahydro-6- methyl-2(3H)-benzofuranon (7) 0,25 kokosnussartig

31 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3-ethyl-6- methyl-2(3H)-benzofuranon (Ethylweinlacton) 50 terpenartig

Tabelle 3.2: Gaschromatographisch-olfaktometrisch bestimmte Geruchschwellenwerte [ng/l Luft] bicyclischer Lactone
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Nr Verbindung Geruchschwellenwert Geruchsqualitiit
[ng/l1 Luft]

32 (R/S)-y-Hexalacton (RG6, SG6) R: 375 S: 375 kokosnussartig

33 (R/S)-y-Heptalacton (RG7, SG7) R: 5,0 S:5,0 kokosnussartig

34 (R/S)-y-Octalacton (RG8, SG8) R: 1,8 S: 1,8 kokosnussartig

35 (R/S)-y-Nonalacton (RG9, SG9) R: 4,5 S: 45 kokosnussartig

36 (R/S)-y-Decalacton (RG10, SG10) R: 12,5 S: 12,5 pfirsichartig

37 (R/S)-y-Undecalacton (RG11, SG11) R: 0,8 S: 4,5 pfirsichartig

38 (R/S)-y-Dodecalacton (RG12, SG12) R: 0,8 S:6,0 pfirsichartig

39 (R/S)-6-Hexalacton (RD6, SD6) R: > 100 S:> 100 -

40 (R/S)-06-Heptalacton (RD7, SD7) keine Trennung kokosnussartig

41 (R/S)-8-Octalacton (RDS, SDS8) R: 12,5 S: 12,5 kokosnussartig

42 (R/S)-8-Nonalacton (RD9, SD9) R: 1,3 S:2,0 kokosnussartig

43 (R/S)-8-Decalacton (RD10, SD10) R: 0,6 S:2,0 kokosnussartig / pfirsich

44 (R/S)-8-Undecalacton (RD11, SD11) R: 60 S:0,8 pfirsich

45 (R/S)-8-Dodecalacton (RD12, SD12) R: 12 S: 04 pfirsich

46 (R/S)-8-Tetradecalacton (RD14, SD14) R: 188 S: 188 fettig

Tabelle 3.3: Gaschromatographisch-olfaktometrisch bestimmte Geruchschwellenwerte [ng/l Luft] monocyclischer Lactone
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3.2.2.3 Diskussion der gemessenen geruchlichen Eigenschaften

Maga beschreibt in Ubereinstimmung mit dieser Arbeit die Geruchsqualititen von Y-
Nonalacton als kokosnussartig und die von y-Decalacton und y-Dodecalacton als pfirsichartig.
Die Geruchsqualitidt von y-Undecalacton wird abweichend als lakritzartig beschrieben. In Ab-
hingigkeit von der Bestimmungsmethode, auf die hier nicht ndher eingegangen wird, ist eine

Vortduschung einer lakritzartigen Note durch geruchsaktivere Verunreinigungen nicht auszu-

schliefen [Maga, 1976]

Neben zahlreichen anderen Deskriptoren beschreibt Mosandl fiir die monocyclischen Y-
Lactone ebenfalls eine mit zunehmender Kohlenstoffzahl schwicher werdende kokosartige
Note und eine stirker werdende fruchtige Note. Eine eindeutige Beschriankung der Geruchs-
qualitidt auf einen Deskriptor sowie eine klare Abgrenzung zwischen kokosnussartigem und
pfirsichartigem Geruch ist nicht beschrieben. Die Bestimmung der Geruchsqualititen erfolgte
an 1%igen Losungen in Propylenglykol, die auf Riechstreifen aufgebracht wurde. Daher ist
eine Vortduschung anderer Geruchsqualititen durch Spuren an anderen geruchsaktiven Sub-

stanzen nicht zweifelsfrei auszuschlieBen [Mosandl, 1989].

Die Geruchsqualititen der 0-Lactone werden bei Maga fiir 8-Octa bis d-Decalacton ebenfalls
mit kokosnussartig angegeben und stimmen mit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen
tiberein. Eine Unterscheidung der beiden Enantiomere des 0-Decalactons war zum Zeitpunkt
der Veroffentlichung noch nicht moglich. Der niedrigere Schwellenwert fiir R-d-Decalacton
(0,6 ng/l Luft, kokosartig) im Vergleich zum S-8-Decalaton (2 ng/l Luft, pfirsichartig) fiihrt
moglicher Weise zu einem kokosnussartigen Geruchseindruck bei der Beurteilung des Raze-
mates. Fiir 0-Undecalacton finden sich bei Maga sowohl die Deskriptoren pfirischartig als
auch kokosnussartig, moglicherweise auch hier ein Artefakt der Bestimmungsmethode, bei

der Verunreinigungen nicht ausgeschlossen werden konnen [Maga, 1976].

Mosandl findet fiir die beiden Enantiomere 8-Octalacton unterschiedliche Geruchsintensititen
fiir den kokosnussartigen Geruchseindruck. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bes-
titigt werden. Fiir 8-Decalacton wird in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit eine
hohere Intensitit der pfirsichartigen Note fiir das S-Enantiomer beschrieben. Das R-

Enantiomer von 0-Decalacton wird allerdings abweichend von der vorliegenden Arbeit als
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fruchtig-siiB und milchig beschrieben. Die Enantiomere der 8-Dodecalatone werden in Uber-
einstimmung mit dieser Arbeit beide als fruchtig, aprikosenartig beschrieben, wobei dem S-
Enantiomer die hohere Intensitit zugeordnet wird. Abweichungen liegen moglicher Weise in
der Verwendung eines proprietdren Flavourvokabulars (Dragoco Sensorik Panel) bzw. der
Beurteilung 1%iger Losungen in Propylenglykol an Riechstreifen ohne chromatographische
Auftrennung der Stereoisomere sowie Abtrennung sonstiger Verunreinigungen [Mosandl,

1989].

3.2.2.4 Vorliufige Ableitung von Zusammenhiingen fiir Lactone mit pfirsichartiger Ge-

ruchsqualitit

Aus den vorliegenden Daten lassen sich neben der fiir den pfirsich bzw. kokosnussartigen
Geruch essentiellen Lactonfunktion bereits die folgenden Parameter fiir ein Interaktionsmo-
dell mit dem Geruchsrezeptor ableiten. Der optimale Abstand des letzten C-Atoms der Alkyl-
Seitenkette vom Sauerstoffatom der C=0O Funktion betrégt fiir die beiden Referenzmolekiile
R-6-Dodecalacton und S-y-Dodecalacton 10,73 A bzw. 12,34 A. Fiir 8-Tetradecalacton mit
einer Seitenkettenlinge von 13,24 A verschiebt sich der Geruch bereits zu einer fettigen Ge-
ruchsqualitit. Ist die Seitenkettenlinge kiirzer als 9 A, wie zum Beispiel beim y-Nonalacton
mit 8,89 A und beim 8-Decalacton mit 8,43 A, verschiebt sich die Geruchsqualitidt zugunsten
eines kokosnussartigen Geruchseindrucks. Die Seitenkettenldnge kann unterschiedliche Ge-
ruchsqualititen und Intensititen jedoch nicht erkldren. Auch der Winkel, in dem die Seiten-
kette (letztes Kohlenstoffatom) zu der Ebene stehen, die vom Lactonring (O=C-O-) aufge-
spannt wird, fithrt nicht zum Ziel. Die Gegeniiberstellung dieses Torsionswinkels mit den
Geruchschwellenwerten der vier Dodecalactone (R-8-Dodecalacton: Torsionswinkel:-20,2°;
OTV 12 ng/l Luft; S-6-Dodecalacton: Torsionswinkel: 20,2°, OTV 0,4 ng/l Luft; R-}-
Dodecalacton: Torsionswinkel: -55,2°, OTV 0,8 ng/l Luft; S-y-Dodecalacton: Torsionswinkel:
55,5°, OTV 6 ng/l Luft) zeigt, dass ein Zusammenhang fiir pfirsichartigen Geruch nicht iiber

einfache Distanz- und Winkelparameter abgeleitet werden kann.

Abbildung 3.11b
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3.3 Einsatz von Molecular Modelling und statistischen Methoden zur Aufklirung von

Struktur-Geruchsbeziehungen in der Verbindungsklasse der Lactone

3.3.1 Untersuchung von Struktur-Geruchsbeziehungen mono- und bicyclischer Lactone

der Geruchsqualitit kokosartig.

3.3.1.1 Molecular Modelling

3.3.1.1.1 Generierung dreidimensionaler Molekiilmodelle

Der erste Schritt in der Aufkldrung von Struktur-Geruchsbeziehungen besteht in der Berech-
nung dreidimensionaler Molekiilmodelle. Diese wurden mittels des Softwarepakets Hyper-
chem 5.0 sowie der dazugehorigen Erweiterung Chemplus 1.0 berechnet. Eine Kombination
von Molekiildynamiksimulation und Konformationssuche nach dem Monte Carlo Prinzip und
anschlieender MM+ Kraftfeldminimierung nach Allinger liefert mit Ausnahme des Weinlac-
tons jeweils eine energetisch giinstigste Molekiilkonformation. Eine ausfiihrliche Erlduterung
der Berechnungsmethode befindet sich im Experimentellen Teil dieser Arbeit unter Kapitel
5.6. Abbildung 3.12 zeigt als Beispiel zwei Perspektiven fiir die energetisch giinstigste Kon-
formation 1al von (3aS, 3S, 7aR) 3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon
(Weinlacton), die mittels dieser Berechnungsmethode erhalten und durch NMR Analysen

bestétigt wurden (siehe Kapitel 3.1.2)

Abbildung 3.12: Energetisch giinstigste Konformation 1al von (3aS, 3S, 7aR) 3,6 Dimethyl-

3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (Weinlacton) in zwei Perspektiven.
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3.3.1.1.2. Molekiiloberflichen

Die obigen Berechnungsmethoden liefern dreidimensionale Strukturmodelle, die als Skelett
des Molekiils betrachtet werden konnen. Die Wechselwirkung mit den Rezeptorproteinen
findet jedoch auf der Ebene von schwachen Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbin-
dungen und hydrophoben Wechselwirkungen statt. Daher hat sich fiir die Untersuchung von
Struktur-Wirkungsbeziehungen die Betrachtung der Molekiiloberfliche bewihrt. In diesem
Fall wurde eine Connolly Oberfliche im zweifachen van-der Waals Radius und einer Dichte
von 2 Punkten pro A berechnet. AuBerdem erlaubt die Darstellung des molekularen elektro-
statischen Potentials (MEP) auf der Molekiiloberfliche die Identifizierung nucleophil und
elektrophil zuginglicher Bereiche. Die Berechung der MEP erfolgte nach dem Orozco Luque
Modell und der semiempirischen Berechnungsmethode AM1 in WinMopac2.0. Eine ausfiihr-
liche Beschreibung der Berechnungsmethode befindet sich in Kapitel 5.6 des Experimentel-
len Teils. Abbildung 3.13 zeigt eine graphische Darstellung des molekularen elektrostati-
schen Potentials (MEP) fiir (3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on
(2al).

Abbildung 3.13: Molekulares Elektrostatisches Potential auf der Conolly Oberflédche fiir (3S,
3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al).

Stark negative Regionen sind mit einer roten Farbkodierung versehen und finden sich bei den
beiden Sauerstoffatomen des Lactonrings. Dieser elektrophile Bereich kommt somit als Was-
serstoffakzeptor in Frage. Bei einer Wechselwirkung mit dem Geruchsrezeptor kann hier eine

Wasserstoffbriickenbindung mit dem Rezeptorprotein ausgebildet werden.
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Dariiber hinaus finden sich fiir die ungesittigten bicyclischen Lactone leicht negative Regio-
nen im Bereich der Doppelbindungen. Stark positive Bereiche fehlen bei den untersuchten
Molekiilen. Neutrale Bereiche (blaue Farbkodierung) konnen einen entropischen Beitrag zur
Bindungsenergie durch Freisetzung von Wassermolekiilen aus der Bindetasche des Rezeptor-

proteins leisten.

3.3.1.2. Ahnlichkeitsstudie mittels Neuronaler Netze nach Kohonen:

3.3.1.2.1. Methodenentwicklung mit (3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-hexahydrodro-

benzofuran-2-on und unter Beriicksichtigung eines Teildatensatzes.

Zur weiteren Berechnung wird die der dreidimensionalen Molekiiloberfliche zugrunde lie-
gende numerische Information, ndmlich die Oberflichenpunkte ausgedriickt in Form ihrer
x,y,z Koordinaten verwendet. Ein neuronales Netzwerk nach Kohonen wird mit den Daten
des Referenzmolekiils, d.h. der Leitstruktur mit ,,optimalen Eigenschaften*, trainiert. An-
schlieBend werden die Molekiiloberflachen der zu vergleichenden Verbindungen auf dasselbe
Netzwerk projiziert. Diese Berechnung dient dem Vergleich der Molekiiloberflichen. Dabei
wird die dreidimensionale Information iiber die Molekiiloberflidche in eine zweidimensionale
Information iiberfiihrt und damit vereinfacht. Eine ausfiihrliche Erldauterung des Prinzips der

Vorgehensweise findet sich in Kapitel xy des Experimentellen Teils.

Zunichst wird eine Ahnlichkeitstudie nach dem Single Template Approach (siche Kapitel
2.4.1.3) mit (3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Leitstruk-
tur mit dem niedrigsten Geruchschwellenwert durchgefiihrt (Vgl. Tabelle 2.2). Die anschlie-
Bende Projektion eines Farbcodes fiir das molekulare elektrostatische Potential auf das Netz-
werk liefert die in Abbildung 3.14 dargestellten zweidimensionalen Karten (Kohonen Maps).
Diese Karten erlauben einen schnellen visuellen Vergleich der Molekiiloberflichen, da sie

alle Seiten der gesamten Molekiiloberfldche in einer Ebene abbildet.
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Kohonen Maps mit abgebildetem molekularen elektrostatischen Potential (ESP)

Im Folgenden sind beispielhaft die erhaltenen Kohonen Maps fiir das Referenzmolekiil 2al
uns die Stereoisomere 2a2, 2b1 und 2b2 abgebildet. Die Kohonen Maps fiir die weiteren Lac-
tone finden sich im Anhang dieser Arbeit in Kapitel 7.6.1.1.

Farbkodierung fiir das abgebildete ESP

(weiB3):keine Datenpunkte, daher kein ESP abgebildet

(rot): ESP Kkleiner als-5 kcal / mol

(orange): ESP zwischen-5 kcal / mol und -1 kcal / mol
(hellgelb): ESP zwischen-1 kcal / mol und +1 kcal / mol
(hellblau) ESP zwischen + 1 kcal / mol und + 5 kcal / mol
(dunkelblau) ESP groBer als + 5 kcal / mol

ESP Map Lacton 2al (Referenz) ESP Map Lacton 2a2

ESP Map Lacton 2b1 ESP Map Lacton 2b2

Abbildung 3.14: Ausgewihlte Kohonen Feature Maps fiir einen Single Template Approach
mit (3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Referenzmolekiil.
Das mittlere elektrostatische Potential der jedem Neuron zugeordneten Datenpunkte ist ent-

sprechend dem oben definierten Farbcode auf den Netzwerkkarten dargestellt.
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Oben links sind die Sauerstoffatome der Lactonfunktion (roter Farbcode) abgebildet. Fiir die
ungesittigten bicyclischen Lactone findet sich im rechten mittleren Bereich ein weiteres rotes
Segment, das den schwach negativen Bereich der Doppelbindung darstellt. Der blaue Farbco-
de stellt die neutralen Bereiche der Lactone dar. Weille Bereich stellen unbelegte Bereiche
dar, d.h. rdumliche Regionen, die vom Referenzmolekiil, nicht aber vom Testmolekiil ausge-

fullt werden.

Allen Molekiilen des Datensatzes ist die Lactonfunktion gemeinsam, dariiber hinaus liegen
keine weiteren funktionellen Gruppen vor, so dass die Unterschiede im molekularen elektro-
statischen Potential nicht signifikant sind. Die Lactonfunktion ist zur Ausprigung der kokos-
nussartigen Geruchsqualitét ein notwendiges, aber kein hinreichendes Kriterium. Zur Auspri-
gung eines besonders niedrigen Geruchschwellenwertes ist daher die Geometrie des Molekiils

ausschlaggebend.

Statt des elektrostatischen Potentials wird daher im Folgenden die Belegungsdichte, das heif3t
die Anzahl der Datenpunkte pro Neuron als Farbcode auf dem neuronalen Netz abgebildet.
Dunkelblaue Bereiche stellen Neuronen mit mehr als 10 Datenpunkten dar, mittelblaue Berei-
che besitzen 6-10 und hellblaue Bereich 1-5 Datenpunkte. Weille Bereiche sind unbelegt.
Abbildung 3.15 zeigt beispielhaft die erhaltenen Belegungsdichtemaps fiir die Lactone 2al,
2a2, 2b1 und 2b2. Die Belegungsdichtemaps der anderen Lactone finden sich in Kapitel
7.6.1.2. im Anhang dieser Arbeit.
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Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte

Farbkodierung fiir die abgebildete Belegungsdichte

(weiB3): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

| Nna

(dunkelblau) mehr als 10 Datenpunkte pro Neuron

Belegungsdichte Map Lacton 2al (Referenz) Belegungsdichte Map Lacton 2a2

o) ) o}

Belegungsdichte Map Lacton 2b1 Belegungsdichte Map Lacton 2b2

Abbildung 3.15: Kohonen Belegungsdichtemaps fiir einen Single Template Approach mit
(3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Referenzmolekiil. Die
Anzahl der Oberflichenpunkte pro Neuron ist entsprechend der oben definierten Farbkodie-

rung auf den Netzwerkkarten abgebildet.

Diese Darstellungsweise hat den Vorteil, dass geometrische Unterschiede im Vergleich zum
Referenzmolekiil durch einen anderen Farbkode erkennbar sind. Nicht nur weifl markierte,
leere Neuronen werden sichtbar, sondern auch Neuronen, die eine hohere Belegungsdichte
aufweisen als das Referenzmolekiil. Ungenutzte Neuronen stellen rdumliche Bereiche dar, die
das Referenzmolekiil ausfiillt, nicht aber das jeweilige Testmolekiil. Umgekehrt weisen hohe-

re Belegungsdichten auf Molekiilregionen des Testmolekiils hin, die vom Referenzmolekiil
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nicht ausgefiillt werden. Die Projektion dieser Bereiche auf den rdumlich naheliegendsten

Oberflichenbereich des Referenzmolekiils fiihrt zu einer stirkeren Belegung dieser Neuronen.

Differenzspektren

Eine objektivere Moglichkeit zum Vergleich der Molekiile sowie zur Identifizierung der Neu-
ronen mit maximaler Belegungsdichtedifferenz ist die Darstellung von Differenzspektren
(Abbildung 3.16). Hierbei wird das Neuron Nummer auf der x-Achse aufgetragen gegen die
Belegungsdichtedifferenz zwischen Test- und Referenzmolekiil. Neuronen mit maximaler
Belegungsdichtedifferenz entsprechen einer Region maximaler Differenz auf der Molekiil-
oberfldche. Riickprojektion auf die Molekiiloberfliche mittels IRIS Explorer 3.5 erlaubt die

Identifizierung dieser Bereiche am dreidimensionalen Molekiilmodell (Abbildung 3.17).

100

Oﬂﬂn MMMAJlAﬂA

W TV b W W
90 180 270 360

Differenz

-50 1

-100

Neuron Nummer

Abbildung 3.16: Differenzspektrum der Neuronenbelegungsdichte fiir (3aR, 3R, 7aS) 3,6
Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1b1l) im Vergleich zum Referenzmole-
kiil (35, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al).

Bereiche maximaler Abweichung finden sich in den Neuronen 189 (+69), 170 (+60), 246
(+57), 227 (+51) und 208 (+48). Negative Abweichungen finden sich in den Neuronen 304 (-
23), 323, (-14), 38 (-12), 19 (-11) und 161 (-11). Abbildung 6 zeigt als Beispiel die Lage des
Neurons 189 auf der Kohonen Map sowie die Riickprojektion der in diesem Neuron enthalte-

nen Oberflichenpunkte auf der Oberfliche des Referenzmolekiils 2al.
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o1 2 3 4 5 6 7 8B 910N 16
19 20 21 22 23 24 25 265 27 25 29 30 35
38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 £5
57 58 89 B0 B1 B2 B3 B4 B5 BB B7 BB BY 70 71 72 73 74
76 77 76 79 80 81 82 83 84 B5 86 &7 88 89 90 91 92 93
95 96 97 98 599 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113

114 118 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 125 128 130 131 132
133 134 135 136 137 135 139 140 141 142 143 144 145 146 147 140 149 150 151
152 153 1584 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 162 170
171172173 174 175 176 177 175 179 160 181 182 153 184 185 186 157 185189
190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208
200 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227
226 229 230 231 232 233 234 235 236 237 230 230 240 241 242 243 244 245 246
247 248 249 260 251 262 253 254 255 266 257 258 269 260 261 262 263 264 265
266 267 260 269 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 250 281 252 263 264
286 286 267 266 26859 290 291 292 293 294 295 296 297 295 299 300 301 302 303
304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 315 319 320 321 322
323 324 325 326 327 320 329 330 331 332 333 334 335 336 337 330 339 340 341
342 343 344 345 345 347 348 349 350 351 352 353 354 355 356 357 358 359 360

Abbildung 3.17: Riickprojektion der Datenpunkte des Neurons Nr. 189 von (3aR, 3R, 7aS)
3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon 1b1 (tiirkise Farbkodierung und 3S,
3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on 2al (rote Farbkodierung) auf die

Oberfldache des Referenzmolekiils 2al (weille Farbkodierung)

Auswahl einer geeigneten Leitstruktur

Der wichtigste Schritt bei der Aufkldrung von Struktur-Wirkungsbeziehungen ist die Auswahl
einer geeigneten Leitstruktur, die optimale Eigenschaften, d. h. im vorliegenden Fall einen
moglichst niedrigen Geruchsschwellenwert, besitzt. In den oben vorgestellten Berechnungen
wurde (35, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als dasjenige bi-
cyclische Lacton mit dem niedrigsten Geruchsschwellenwert von 1x10° ng/l Luft ausgewihlt.
Daneben besitzen das Diastereomer (3S, 3aS, 6S, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-
2-on (2a2) mit 7x10° ng/l sowie das ungesittigte Analog (3aS, 3S, 7aR) 3,6 Dimethyl-
3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (Weinlacton, 1a) mit 1x107 ng/l Luft dhnlich nied-
rige Geruchsschwellenwerte. Unter Beriicksichtigung von individuellen Unterschieden bei der
Wahrnehmung von Geruchstoffen und der daraus resultierenden Schwankungsbreiten der
bestimmten Geruchschwellenwerte kann man annehmen, dass alle drei Varianten quasi ,,0p-
timale Eigenschaften besitzen. Daher wurde eine Uberlagerung dieser drei Molekiile, ein-

schlieBlich beider Konformere 1al und 1a2 des Weinlactons erzeugt und als Leitstruktur fiir
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weitere Berechnungen zugrunde gelegt. Die Molekiile wurden anhand der ihnen gemeinsamen

Lactonfunktion iiberlagert, wie in Abbildung 3.18 dargestellt.

Abbildung 3.18: Uberlagerung der bicyclischen Lactone 1al, 1a2, 2al und 2al als Leitstruk-

tur mit niedrigstem Geruchschwellenwert.

Kalkulation einer Molekiiloberfléiche mittels IRIS Explorer 3.5

Die Kalkulation einer gemeinsamen Molekiiloberfliche nach Connolly fiir das iiberlagerte
Molekiilmodell (Abbildung 3.19), sowie der mit diesem Referenzmolekiil zu vergleichenden
Strukturen, erfolgt mit dem Softwarepaket IRIS Explorer 3.5. Die genaue Vorgehensweise zur
Berechnung findet sich in Kapitel 5.8 des Experimentellen Teils. Resultat dieser Berechnung
ist eine Molekiiloberfliche wie in Abbildung 8 fiir das Referenzmolekiil graphisch dargestellt.
Gleichzeitig wird die numerische Information in Form von X, y, z-Koordinaten in einem ent-
sprechende Textfile abgelegt, dass nach Import und Bearbeitung in Microsoft Excel 2000 als

Input fiir weitere Berechnungen mit Neural Connection 2.0 verwendet wird.



3.3.1. Struktur-Geruchsbeziehungen von Lactonen der Geruchsqualitét kokosartig 74

1al/1a2

2a1

2a2

Abbildung 3.19: Graphische Darstellung einer Conolly Oberflidche iiber der Referenzstruktur

aus den vier Bicyclen 1al, 1a2, 2al und 2a2, generiert mittels IRIS Explorer 3.5

3.3.1.2.2. Ahnlichkeitsstudie mittels Neuronaler Netze nach Kohonen mit Leitstruktur
aus vier iiberlagerten bicyclischen Lactonen und unter Beriicksichtigung des gesamten

Datensatzes.

Die mit IRIS Explorer 3.5 erzeugten Oberflichendaten werden mit einem Neuronalen Netz-
werk nach Kohonen verglichen (sieche Kapitel 5.8 und 5.9 des Experimetellen Teils dieser
Arbeit) Es wird ein Single Template Approach mit der in Abbildung 3.20 abgebildeten Refe-

renzstruktur durchgefiihrt.

Die folgende Darstellung (Abbildung 3.20) zeigt die erhaltenen Kohonen Map fiir die in Ab-
bildung 3.19 abgebildete Leitstruktur. Hier zeigt der Farbcode die Belegungsdichte der ein-
zelnen Neuronen an. Hellblau markierte Neuronen enthalten weniger als 5 Oberflachenpunk-
te, mittelblaue enthalten 5-10 Oberflichenpunkte und dunkelblaue Neuronen sind mit mehr

als 10 Datenpunkten belegt. Weille Bereiche sind unbenutzt.
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 m 1 L- Farbkodierung fiir die Belegungsdichte

(weiB}): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

n
][]

(dunkelblau) > 10 Datenpunkte pro Neuron

Abbildung 3.20: Belegungsdichte Map fiir die chemische Leitstruktur aus den 4 bicyclischen
Lactonen 1al, 1a2, 2al und 2a2, weil3 = 0 Datenpunkte / Neuron, hellblau = 1-5 Datenpunkte
/ Neuron, mittelblau = 6-10 Datenpunkte pro Neuron, dunkelblau > 10 Datenpunkte / Neuron.

Zur Uberpriifung der Berechnungen in Neural Connection 2.0 sowie zur Klidrung welche mo-
lekularen Bereiche wo auf der Netzwerkkarte abgebildet sind, werden die in den jeweiligen
Neuronen enthaltenen Oberfldchendaten auf die Molekiiloberfliche zuriickprojiziert. Dazu
wird die Kohonen Map wie in Abbildung 10 dargestellt in 4 Teilbereiche eingeteilt. Die in
diesen Teilebereichen enthaltenen Oberflaichenpunkte werden dann mittels IRIS Explorer 3.5

separat auf die Molekiiloberfliche abgebildet (Abbildungen 3.22-3.26).

o 11 12 13 14 15 16 17 18
29 30 31 32 33 34 3B B/ F
48 49 50 51 52 53 54 55 £B
67 B0 69 70 71 72 73 74 75
O6 87 B8 89 90 51 92 93 54
105 106 107 108 109 110 111 112 113
124 125 126 127 128 128 130 131 132
143 144 145 146 147 148 149 150 151
162 163 164 165 166 167 165 169 170
181 182 183 1684 185 186 167 168 1689
200 201 202 203 204 205 206 207 208
219 220 21 222 223 224 225 226 227
230 239 240 241 242 243 244 245 246
257 258 250 260 261 262 263 264 2685
276 277 270 279 200 201 262 263 204
285 296 207 295 299 300 301 302 303
314 315 316 317 318 318 320 321 322
333 334 335 336 337 338 339 340 341
352 353 354 355 356 357 358 359 360

Abbildung 3.21: Viertelung der Kohonen Map zur Riickprojektion und Identifizierung der

molekularen Bereiche auf der zweidimensionalen Karte
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Riickprojektionen

011 12 13 14 15 16 17 18
2930 31 32 33 M B B F
48 49 50 51 52 53 54 55 5
67 B8 69 70 71 72 73 74 75

8 87 83 89 90 91 92 93 94
105 106 107 108 109 110 111 112 113
124 125 126 127 128 129 130 131 132
143 144 145 146 147 148 149 10 151
162 163 164 185 166 167 168 169 170

181 182 183 184 185 185 187 168 189
200 201 202 203 204 205 206 207 208
219 220 221 222 223 224 225 226 227
238 239 240 241 242 243 244 245 246
257 258 259 260 261 262 263 264 265

276 277 278 279 280 281 282 283 284

295 296 297 298 299 300 301 302 303

\\ 314 315 316 317 318 319 320 321 322
333 334 335 336 337 338 339 340 341

2a2 262 265 254 255 250 357 350 259 %0

Kohonen Map
é /\<\ 2a1

\\O 1al/1a2
Uberlagerte Strukturen rot markierte Neuronen
lal/1a2, 2al und 2a2
@
@
@
@
@
e Datenpunkte aus den rot
\\ ® markierten Neuronen
O
@
e

Riickprojektion auf die Molekiiloberfliche in 3 Perspektiven

Abbildung 3.22: Riickprojektion der Datenpunkte, die in den Neuronen 0-8, 19-26, 38-47,
57-66,95-104, 114-123, 133-142,152-161 und 171-180 (in Abbildung 3.21 rot markierter
Bereich auf der Kohonen Map) enthalten sind, auf die molekulare Oberfliche des Referenz-
molekiils. Als Referenz dient eine Uberlagerung aus den vier bicyclischen Lactonen 1al, 1a2,

2al und 2a2, hier in 3 verschiedenen Perspektiven dargestellt.
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Abbildung 3.23: Riickprojektion der den Neuronen 10-18, 29-37, 48-56, 67-75, 86-94, 105-
113, 124-132, 143-151, 162-170, 181-189 (gelbe Farbkodierung in Abbildung 3.21) zuge-
ordneten Datenpunkte auf die Oberflache des Referenzmolekiils. Riickprojektion analog zu

Abbildung 3.22, abweichend hier gelb markierte Neuronen, 2 Perspektiven.

Abbildung 3.24: Riickprojektion der den Neuronen 190-199, 209-218, 228-237, 247-256,
266-275, 285-294, 304-313, 323-332 und 342 bis351 (violette Farbkodierung in Abbildung
3.21) zugeordneten Datenpunkte auf die Oberfliche des Referenzmolekiils. Riickprojektion

analog zu Abbildung 3.22, abweichend hier violett markierte Neuronen, 2 Perspektiven.
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Abbildung 3.25: Riickprojektion der den Neuronen 200-208, 219-227, 238-246, 257-265,
276-284, 295-303, 314-322, 333-341 und 352-360 (tiirkisfarbene Farbkodierung in Abbil-
dung 3.21) zugeordneten Datenpunkte auf die Oberfliche des Referenzmolekiils. Riickprojek-

tion analog zu Abbildung 3.22, abweichend hier tiirkis markierte Neuronen, 2 Perspektiven.

Abbildung 3.26: Riickprojektion der vier Teilbereiche aus Kohonen Map (Abbildung 3.21)
auf die Oberfldche des Referenzmolekiils. Riickprojektion analog zu Abbildung 3.22, abwei-

chend hier aller Neuronen, 2 Perspektiven.



3.3.1. Struktur-Geruchsbeziehungen von Lactonen der Geruchsqualitét kokosartig 79

Die vier farblich unterschiedlich kodierten Teilbereiche auf der Kohonen Netzwerkkarte (Ab-
bildung 3.21) stellen rdaumlich zusammenhingende Bereiche auf der Molekiiloberfldche dar.
Dies bestitigt die erfolgreiche Zuordnung der Oberflichendatenpunkte nach dem Prinzip der
Ahnlichkeit: Benachbarte Koordinaten auf der Molekiiloberfliche finden sich auch in be-

nachbarten Regionen auf der Kohonen Map.

In dem jeweils rot und gelb kodierten Quadrant auf der Kohonen Map ist die Lactonfunktion
der Molekiile abgebildet. Da dieser Bereich allen Molekiilen des Datensatzes gemeinsam ist,
ist zu erwarten, dass diese molekulare Region und damit die Neuronen, die diese Region auf
der Kohonen Netzwerkkarte repridsentieren, keinen signifikanten Einfluss auf den Geruch-
schwellenwert zeigen. Die Lactonfunktion ist zwar notwendig fiir die Geruchsqualitit kokos-
nussartig, aber nicht hinreichend fiir die Ausprigung eines besonders niedrigen Geruch-

schwellenwertes.

Die violett und tiirkis markierten Bereiche liegen iiberwiegend um den elektrostatisch neutra-
len und damit hydrophoben Molekiilregionen. Da sich die Molekiile des vorliegenden Daten-
satzes vor allem in diesem Bereich unterscheiden, ist hier ein signifikanter Einfluss auf die

Ausprigung eines besonders niedrigen Geruchschwellenwertes zu erwarten.

Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte

Es folgt eine Zusammenstellung der Belegungsdichtekarten fiir ausgewihlte Molekiile des
Datensatzes. Eine Ubersicht iiber die Belegungsdichtekarten des gesamten Datensatzes befin-

den sich im Anhang dieser Arbeit unter Punkt 7.6.2.

(weiB3):keine Datenpunkte
(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

]

(dunkelblau) < 10 Datenpunkte pro Neuron

Abbildung 3.27: Belegungsdichte Map nach Kohonen fiir die Leitstruktur aus den 4 bicycli-
schen Lactonen 1al, 1a2, 2al und 2a2.
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Konformer 1 (1al) Konformer 2 (1a2)

Belegungsdichte Maps Lacton 1a

e

Konformer 1 (1b1) Konformer 2 (1b2)

Belegungsdichte Maps Lacton 1b

)

Belegungsdichte Map Lacton 2b2

Belegungsdichte Map R-8-Decalacton (RD10)

Abbildung 3.28: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewéhlte Lactone des Daten-
satzes. Farbkodierungsskala siche Abbildung 3.27



3.3.1. Struktur-Geruchsbeziehungen von Lactonen der Geruchsqualitit kokosartig 81

Identifikation von Bereichen maximaler Differenz und Riickprojektion auf die moleku-

lare Oberfliche fiir ausgewihlte Lactone.

Unbelegte Bereiche

Zahlreiche Kohonen Maps in der linken unteren Ecke eine unbelegte Region, die niherungs-
weise dem violetten Bereich in Abbildung 3.21 entspricht. In Abbildung 3.24 wurde bereits
gezeigt, dass dieser Bereich die molekulare Region des Cyclohexanrings reprisentiert. Test-
molekiile, fiir die dieser Bereich weil} bleibt, besitzen keine funktionelle Gruppe in dieser Re-
gion, wie in Abbildung 3.29 am Beispiel der Stereoisomere 1al (tiirkis) und 1b1 (weif}) von
3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon sowie R-8-Decalacton (rot) gezeigt.
Die Molekiille wurden anhand ihrer Lactonfunktion iiberlagert, die zwischen den beiden
Sechsringen senkrecht aus der Papierebene herausragt. Die Cyclohexenringe der beiden bi-
cyclischen Lactone zeigen in dieser Perspektive in entgegengesetzte Richtungen nach rechts
(1al) und links (1bl), wihrend die Seitenkette des R-8-Decalactons senkrecht nach oben
zeigt. Die Oberflaichenpunkte des Referenzmolekiils sind in violett dargestellt und umgeben
den Cyclohexenring von 1al. 1b1 und R-3-Decalacton besitzen keine molekularen Regionen
innerhalb dieses Hiillenbereichs, daher bleiben die Neuronen, die diesen Oberflichenbereich

reprisentieren leer.

RD10
: e
1b1 /J\\O 1al

Abbildung 3.29: Uberlagerung der Stereoisomeren lal (tiirkis) und 1b1l (weiB) von
3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon sowie R-8-Decalacton RD10 (rot)

anhand ihrer Lactonfunktion zur Lokalisierung ungenutzter Bereiche auf den Kohonen Maps.
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Bereiche hoherer Belegungsdichte auf den Kohonen Maps

Abweichungen hin zu hoheren Belegungsdichten finden sich iiberwiegend im mittleren bis
rechten unteren Bereich der Kohonen Maps. Dort finden sich fiir viele Testmolekiile mehr
dunkelblau gefarbte Neuronen als beim Referenzmolekiil. Molekulare Regionen der Testmo-
lekiile, fiir die das Referenzmolekiil keinen entsprechenden Bereich besitzt, werden also vor-
zugsweise in diesem Bereich der Kohonen Map abgebildet. Dieser Bereich wird ndherungs-
weise von dem in Abbildung 3.21 tiirkisfarbenen Bereich der Kohonen Map reprisentiert.
Zur genaueren Identifizierung, um welche molekularen Bereiche es sich handelt, wurde in den

folgenden Abbildungen eine Riickprojektion auf die molekularen Oberflichen vorgenommen.

Abbildung 3.30 zeigt eine Uberlagerung der Stereoisomeren 1al (tiirkis) und 1b1 (weif3) von
3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon ihrer Lactonfunktion, sowie die da-
zugehorigen Oberfldchedaten, die in diesem Quadranten der Kohonen Map abgebildet wer-
den. Der Cyclohexenring des Testmolekiils ragt iiber den Bereich des Referenzmolekiils hin-
aus. Auf der Kohonen Map werden diese Oberflichenpunkte (weif3) auf den rdumlich nichst-
liegenden Oberflachenbereich des Referenzmolekiils (tiirkis) projiziert. Folglich erscheint fiir
diesen Bereich auf der Kohonen Map eine hohere Belegungsdichte fiir das Testmolekiil 1bl

im Vergleich zum Referenzmolekiil.

Ebenso ragt die Seitenkette von R-8-Decalacton, wie in Abbildung 3.31 gezeigt, iiber den
raumlichen Bereich des Referenzmolekiils hinaus. Die Projektion erfolgt ebenfalls auf die
raumlich néchstliegenden Oberflichenbereiche des Referenzmolekiils und resultiert in einer

hoheren Belegungsdichte der betreffenden Neuronen auf der Kohonen Map.

Stellvertretend fiir die Leitstruktur aus den vier Bicyclen 1al, 1a2, 2al und 2a2 wurde in den
Abbildungen 3.30 und 3.31 nur 1al als eines der Referenzmolekiile abgebildet, um die Uber-

sichtlichkeit zu erleichtern
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0 0
& s

1b1 lal

Abbildung 3.30: Uberlagerung der Stereoisomeren lal (tiirkis) und 1b1l (weiB) von
3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon ihrer Lactonfunktion und Riickpro-
jektion der in den in Abbildung 3.21 tiirkis markierten Neuronen enthaltenen Daten auf die

molekulare Oberfliche.

RD10 lal

Abbildung 3.31: Uberlagerung der Stereoisomeren lal (tiirkis) von 3a,4,5,7a-Tetrahydro-
3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon und R-0-Decalacton RD10 anhand ihrer Lactonfunktion
und Riickprojektion der in den in Abbildung 3.21 tiirkis markierten Neuronen enthaltenen

Daten auf die molekulare Oberfliche.
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Differenzspektren

Die Abbildungen 3.32 und 3.33 stellen die Unterschiede der beiden Testmolekiile 1b1 und
R-3-Decalacton RD10 im Vergleich zur Leitstruktur anhand eines Differenzspektrums dar.
Die fiir die Testmolekiile ungenutzten Neuronen (weille Bereiche auf der Kohonen Map) ent-
sprechen negativen Abweichungen in der Belegungsdichte. Positive Abweichungen entspre-

chen stirker belegten Neuronen (dunkelblaue Bereiche auf der Kohonen Map).

80

0 I

In

WAJTA.'.TW_ FM\‘J\V r A'JW.'MNIMNM I

-40

Belegungsdichtedifferenz
o

-80

0 90 180 270 360
Neuron Nummer

Abbildung 3.32: Neuronenbelegungsdichtedifferenz fiir das Testmolekiil 1b1 im Vergleich
zur Leitstruktur (Uberlagerung von 1al, 1a2, 2al und 2a2) zur Identifizierung von Bereichen

maximaler Differenz
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Abbildung 3.33: Neuronenbelegungsdichtedifferenz fiir das Testmolekiil R-3-Decalacton
RD10 im Vergleich zur Leitstruktur (Uberlagerung von 1al, 1a2, 2al und 2a2) zur Identifi-

zierung von Bereichen maximaler Differenz.
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Neuronen mit maximaler positiver Abweichung fiir das Testmolekiil 1b1 sind Neuron 246
(+56), 243 (+17), 259 (+17), 278 (+17), 240 (+13), 298 (+13), 241 (+11), 224 (+10), 275
(+10). Negative Abweichungen finden sich in den Neuronen 18 (-65), 342 (-63), 13 (-27), 345
(-26), 247 (-23), 347 (-21), 348 (-20), 113 (-19), 132 (-18) und 5 (-17).

Fiir das Testmolekiil R-d-Decalacton RD10 liegen die groBten positiven Abweichungen in
den Neuronen 360 (+221), 357 (+85), 355 (+69), 359 (+59), 354 (+26), 303 (+21), 341 (+15),
358 (+10). Negative Abweichungen zeigen die Neuronen 342 (-63), 18 (-59), 13 (-27), 345 (-
26), 247 (-23), 347 (-21), 348 (-20), 113 (-19), 132 (-19) und 5 (-18).

Die folgenden Abbildungen lokalisieren die Neuronen mit maximaler Belegungsdichtediffe-
renz auf der Kohonen Map, und zeigen die Lage der in dem Neuron mit maximaler positiver
bzw. negativer Abweichung enthaltenen Punkte auf der Molekiiloberfliche. Abbildung 3.34
zeigt die Lage der in den Neuronen 246 und 18 enthaltenen Oberflachendatenpunkte fiir das
Referenzmolekiil und das Testmolekiil 1b1. Neuron 246 enthélt mehr Datenpunkte fiir das
Testmolekiil als fiir das Referenzmolekiil. Das Referenzmolekiil belegt diesen rdumlichen
Bereich nicht, daher werden zahlreiche Oberflichenpunkte auf den néachstgelegenen Punkt auf
der Referenzoberfliche projiziert. Das gleiche gilt im Fall von R-3-Decalacton fiir das Neuron
360, das die Oberflachendaten der beim Referenzmolekiil nicht vorhandenen Seitenkette ent-
spricht (Abbildung 3.35). Hier spiegelt die Belegungsdichtedifferenz des neuronalen Netzes
tatsdchlich einen Bereich maximaler Unterschiedlichkeit der molekularen Oberfldche dar.
Neuronen mit maximaler positiver Abweichung in der Belegungsdichtedifferenz weisen auf
molekulare Bereiche hin, in denen das Testmolekiil iiber das Referenzmolekiil hinausragt,
wodurch sterische Hinderungen bei der Ausbildung des Rezeptor-Ligand Komplexes resultie-
ren konnen.

Neuron 18 zeigt eine maximale negative Abweichung des Testmolekiils vom Referenzmole-
kiil. In diesem Neuron sind fiir das Referenzmolekiil 98 Datenpunkte und fiir das Testmolekiil
1b1 nur 33 Datenpunkte gespeichert. Die Region, die dieses Neuron représentiert, liegt in der
Niéhe des Ringsauerstoffs der Lactonfunktion. Referenz- und Testmolekiil wurden anhand
dieser Funktion {iiberlagert und sollten in dieser Region keine Unterschiede aufweisen. Die
Riickprojektion der Oberflichendatenpunkte bestétigt, dass die in diesem Neuron enthaltene
Oberflacheninformation sich nicht unterscheidet (Abbildung 3.34 oben). Es handelt sich hier

um ein Artefakt der Berechnungsmethode, das daraus resultiert, dass es sich bei dem Refe-
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renzmolekiil um eine Uberlagerung von vier Molekiile handelt. Die Connolly Oberfliche wird
berechnet, indem eine Kugel bestimmten Durchmessers iiber die Oberfliche des Molekiils
gerollt wird. Alle von dieser Kugel erreichbaren Punkte ergeben die Molekiiloberfliche. Bei
einer Uberlagerung von vier Molekiilen werden Oberflichenpunkte im Verhiltnis zu allen
vier Molekiilen generiert. Die Kugel, die anschlieBend iiber die Oberflache gerollt wird, er-
reicht keine Punkte zwischen den Molekiilen, so dass sich eine gemeinsame Oberfliche er-
gibt. In den Regionen, in denen die Molekiile genau iiberlagert sind, erreicht die Kugel die
Oberflachenpunkte fiir alle vier Molekiile, so dass diese Datenpunkte numerisch vierfach rep-
rasentiert sind. Dies fiihrt zu einem scheinbaren Unterschied zwischen Referenz- und Testmo-
lekiil in dieser Region. Die Riickprojektion bestétigt, dass hier kein tatsdchlicher Unterschied
vorliegt. Dies gilt fiir alle Testmolekiile im Vergleich zum Referenzmolekiil. Dieser Effekt ist
folglich iiber den gesamten Datensatz konstant und hat daher keinen Einfluss auf die Vorher-

sage von Geruchschwellenwerten im nidchsten Abschnitt.
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Abbildung 3.34: Lokalisierung der Neuronen mit maximaler Belegungsdichtedifferenz auf
der Kohonen Map sowie auf der Molekiiloberflidche fiir das Testmolekiil 1b1 im Vergleich
zur Leitstruktur (Uberlagerung aus 2al, 2a2, 1al, 1a2). hellblau: Referenzmolekiil und Refe-
renzoberfliche, rot: Oberflichendatenpunkte in Neuron 18 und 246 fiir Leitstruktur, gelb:
Oberflichendatenpunkte in Neuron 18 und 246 fiir Testmolekiil 1b1
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Abbildung 3.35: Lokalisierung der Neuronen mit maximaler Belegungsdichtedifferenz auf
der Kohonen Map sowie auf der Molekiiloberfliche fiir das Testmolekiil R-6-Decalacton
RD10 im Vergleich zur Leitstruktur (2al, 2a2,1al, 1a2), tiirkis: Referenzmolekiil und Refe-
renzoberflidche, rot: Oberflichendatenpunkte in Neuron 360 fiir Leitstruktur, gelb: Oberfla-
chendatenpunkte in Neuron 360 fiir Testmolekiill RD10, violett: Oberflichenpunkte fiir Neu-

ron 342 fiir Leitstruktur.



3.3.1. Struktur-Geruchsbeziehungen von Lactonen der Geruchsqualitit kokosartig 89

3.3.1.2.3. Vorhersage von Geruchschwellenwerten mittels Partial Least Square Regres-

sion

Bereiche maximaler Differenz geben lediglich Aufschluss iiber raumliche Bereiche, in denen
sich die betrachteten Molekiile unterscheiden. Maximale strukturelle Unterschiede bedingen
nicht automatisch einen maximalen Einfluss auf die geruchlichen Eigenschaften des Mole-
kiils. Die Geruchsschwellenwerte sind in die bisherigen Berechnungen nicht einbezogen wor-
den. Diese werden in der folgenden abschlieBenden Berechnung beriicksichtigt. Mit dem
Softwarepaket Unscrambler 7.5 wird eine Partial Least Square (PLS) Regression zur Vorher-
sage der Geruchschwellenwerte abgeleitet. Die Belegungsdichte der Neuronen 0-360 gehen
als x-Variablen in die Berechnung ein. Der Geruchschwellenwert (Tabellen 3.2 und 3.3)
stellt die vorherzusagende y-Variable dar. Aus den Faktoren fiir die einzelnen Variablen lésst
sich ihr Einfluss auf die Ausprdgung eines besonders niedrigen Geruchschwellenwertes ablei-

ten. Eine Erlduterung des statistischen Prinzips findet sich in Kapitel 2.4.2. dieser Arbeit.

Modelle zur Vorhersage von Geruchsschwellenwerten fiir die Geruchsqualitiit kokosar-

tig; Korrelation zwischen vorhergesagtem und tatsichlichem Geruchschwellenwert:

Vorhersagemodell K1:
Datensatz: Lactone Nr. 1-35,40-42 und R-3-Decalacton gemél3 Tabelle 3.2 und 3.3

20 Hauptkomponenten und 361 x-Variablen (Neuronen)

Kalibriergerade: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r*: 0,96
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,75 Achsabschnitt: 0,06 q2: 0,57

Vorhersagemodell K2: (ohne Ethylweinlacton)
Datensatz: Lactone Nr. 1-30,32-35, 40-42 und R-8-Decalacton gemif3 Tabelle 3.2 und 3.3

20 Hauptkomponenten und 361 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r 0,97
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: -0,02 q* 0.70
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Vorhersagemodell K3:
Datensatz: Lactone Nr. 1-30,32-35, 40-42 und R-8-Decalacton gemif3 Tabelle 3.2 und 3.3

7 Hauptkomponenten und 361 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r 0,97
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: -0,02 q2: 0,70
Vorhersagemodell K4:

Datensatz: Lactone Nr. 1-30,32-35, 40-42 und R-8-Decalacton gemil Tabelle 3.2 und 3.3

7 Hauptkomponenten und 65 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 0,80 Achsabschnitt: 0,01 r*: 0,90
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,60 Achsabschnitt:- 0,08 q2: 0,74
Vorhersagemodell K5:

Datensatz: Lactone Nr. 1-30,32-35, 40-42 und R-8-Decalacton gemif3 Tabelle 3.2 und 3.3
20 Hauptkomponenten und 349 x-Variablen (Neuronen)

ohne Neuronen 246, 342, 345-348, 352-355, 357, 359,360

Kalibrierung: Steigung: 0,82 Achsabschnitt: 0,00 r 0,91
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,55 Achsabschnitt: 0,04 q* 0,72

Zunichst werden alle mono- und bicyclischen Lactone des Datensatzes mit maximaler Anzahl
an Hauptkomponenten (20) zur Entwicklung von Vorhersagemodell K1 herangezogen. Die-
ses Modell erreicht bereits eine sehr gute Korrelation fiir die Kalibriergerade (r2 = 0,96), die
Korrelation fiir die Validierung nach dem Leave-one-out Prinzip liefert aber nur eine méBige
Korrelation (q° = 0,56). Durch Ausschluss von Ethylweinlacton wurde die Korrelation in
Vorhersagemodell K2 mit r* = 0.97 und q* = 0,70 erheblich verbessert. Ethylweinlacton be-
sitzt als einziges Lacton innerhalb des Datensatzes eine von kokosnussartig abweichende Ge-
ruchsqualitdt. Vermutlich aktiviert Ethylweinlacton einen anderen Rezeptor bzw. eine andere
Gruppe von Rezeptoren als die restlichen in dieser Arbeit untersuchten Lactone. Daher ist es

sinnvoll dieses Molekiil bei der Entwicklung eines Vorhersagemodells nicht einzubeziehen.
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Die innerhalb von Unscrambler 7.5 vorgeschlagene Anzahl an Hauptkomponenten in Vor-
hersagemodell K2 betrigt 7. Vorhersagemodell K3 (r*: 0,97 und g% 0,70) bestiitigt, dass auf
der Basis von 7 Hauptkomponenten eine ebenso gute Korrelation zwischen Vorhersage und
tatsdchlichem Geruchsschwellenwert erzielt wird, wie unter Beriicksichtigung von 20 Haupt-

komponenten in Vorhersagemodell K2 (1* = 0,97 und ¢* = 0,70).

Eine Reduktion der x-Variablen, hier Neuronen, auf diejenigen mit dem groften Einfluss auf
den ersten 6 Hauptkomponenten fiihrt in Vorhersagemodell K4 zu keiner Verbesserung der

Korrelation (rzz 0,90 q2 =0,74).

Um den Einfluss der hoheren Hauptkomponenten mitzuberiicksichtigen, beruht die weitere
Darstellung und Diskussion der Ergebnisse auf Vorhersagemodell K2, das unter Weglassen

von Ethylweinlacton mit 20 Hauptkomponenten und allen 361 Variablen berechnet wurde.
3.3.1.2.4. Diskussion der Vorhersagemodelle

Varianzen, Sample Scores und Important Variables

Explained Variance auf den Hauptkomponenten gemifl Vorhersagemodell K2

Unter Beriicksichtigung von 7 Hauptkomponenten liegt die erkldrte x-Varianz bei 87,15%
und die erklérte y-Varianz bei 88,11%. Erst fiir PC 10 wird eine erklérte y-Varianz von > 95%

erreicht.
Sample Scores und Important Variables

Die folgenden Abbildungen zeigen die Sample Scores fiir 47 Lactone auf den Hauptkompo-
nenten 1 (Abbildung 3.36) und 2 (Abbildung 3.37). Die Proben mit stark positiven Scores
haben einen starken positiven Einfluss auf der jeweiligen Hauptkomponente und sind mit ei-
nem hohen Geruchsschwellenwert korreliert. Proben mit hohen negativen Scores sind mit

einem niedrigen Geruchschwellenwert korreliert.
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Abbildung 3.36: Sample Scores fiir mono- und bicyclische Lactone auf der ersten Haupt-

komponente (PC1) in Vorhersagemodell 2
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Abbildung 3.37: Sample Scores fiir mono- und bicyclische Lactone auf der zweiten Haupt-

komponente (PC2) in Vorhersagemodell 2
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Abbildung 3.36 zeigt, dass auf der ersten Hauptkomponente (PC1) die geruchsintensiven
bicyclischen Lactone (negative Scores) von ihren geruchlosen Analoga und den weniger ge-
ruchsintensiven monocyclischen Lactonen (positive Scores) diskriminiert werden. Stark nega-
tive Scores auf PC1 haben die bicyclischen Lactone Lac7 (-57,5), Emint (-53,2), 1al (-47,6),
2al (-47.5), 1cl (-45,9), 2a2 (-44,2), 1a2 (-41,5) und 2¢1 (-40,4). Stark positive Scores haben
die monocyclischen Lactone rd10 (73,5), rg9 (67,5), rd9 (59,7), rg8 (51,0), rd8 (44,0) ge-
folgt von dem geruchlosen bicyclischen Lacton 1b1 (35,1).

Auf der zweiten Hauptkomponente (PC2) zeigen die monocyclischen Lactone stark negative
Scores, z.B. rd10 (-142,4), sd9 (-116,7), rd9 (-109,7). Die geruchsintensiven Monocyclen
besitzen ebenfalls negative Scores, z. B. 2al (-19,6) und 1al (-17,6). Die geruchlosen Bicyc-
len 1b1 (75,8) und 2b1 (67,8) besitzen stark positive Scores (Abbildung 3.37)

Des Weiteren geben die x-Loading Weights Aufschluss iiber den Einfluss der 361 Variablen
auf der jeweiligen Hauptkomponente. Variablen, das heif3t Neuronen mit einem hohen Loa-
ding Weight sind mit einem hohem Geruchschwellenwert korreliert. Neuronen mit einem
negativen Wert sind mit einem niedrigen Geruchschwellenwert korreliert. Tabelle 3.4 listet
diejenigen Neuronen auf, die einen x-Loading Betrag groBer als 0,1 besitzen. Abbildung 3.38
stellt die x-Loading Weights aller 361 Neuronen auf PC 1 graphisch dar. Abbildungen 3.39

und 3.40 lokalisieren ihre Position auf der Kohonen Netzwerkkarte.
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Neuronen mit x-Loading Weights > 0,1 Neuronen mit x-Loading Weights <-0,1
Neuron Nummer x-Loading Weight Neuron Nummer x-Loading Weight
246 0,292 342 -0,443

354 0,244 247 -0,206

240 0,162 348 -0,165

360 0,151 347 -0,150

355 0,141 345 -0,132

297 0,134 343 -0,127

303 0,128 152 -0,120

298 0,126 228 -0,120

335 0,118 352 -0,109

357 0,108 349 -0,097

243 0,107

278 0,101

353 0,101

265 0,987

Tabelle 3.4: Neuronen mit einen x-Loading Betrag grofer als 0,1 auf der ersten Hauptkom-

ponente (PC1)
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Abbildung 3.38: x-Loading Weights fiir 361 Variablen (Neuron 0-360) auf der ersten Haupt-

komponente nach Vorhersagemodell 2, Unscrambler 7.5.

o 1 2 3 4 &5 6B 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18
19200 21 22023 24 25 28 27 28 29 30 31 32 33 34 35 3B/ I
35 39 40 41 42 43 44 45 46 47 43 49 50 51 52 53 54 55 46
57 58 59 A0 61 B2 B3 B4 BS BAR K7 B8 B3 7O 71 72 73 74 75
Y6 77 78 79 80 81 B2 83 84 85 86 57 85 89 90 91 92 93 94
95 96 97 83 99 100101 102 103104 105 106 107 108 109 110 111 112113
114 115116 117 118 118120 121122 123124 125 126127 128 129130131 132
133134135 136 137 138132 140 141 142 143 144 145 146147 143 149150 151
152 153|154 155 156 157|158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 162 170
1711721173174 175 176|177 178179 180 181 182 183184 185 186 187 165 182
190191192 193 194 195196 197 198 199 200 201 202203 204 205 206 207 208
209/210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220221222 223 224 225 226 227
228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 248
247 245 249 280 251 252 253 254 255 256 257 255 259 260 261 262 263 264 265
266 267 268 269 270 271272273 274 275 276 77 278 279 280 281 282 283 284
285286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 295 297 298 299 300301 302 303
3041305 306 307 308 302 310311 3121313 314 315316317 318 319 320 321 322
3231324 325 326 327 328328 330 331 332 333 334 335 336 337 338 332 340 341
342 343 344 345 346 347 348 349 350351 352 353 354 355 356 357 358 359 360

Farbkodierung
D (hellorange): x-Loading Weight > + 0,1
[]  (hellblau):  x-Loading Weight <-0,1

Abbildung 3.39: Lokalisierung der wichtigsten Variablen (Neuronen) auf der Kohonen Map.

Neuronen mit x-Loading Weights grofer als £ 0,1 sind farbig markiert.
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D (orange): x-Loading Weight > + 0,1
D (blau): x-Loading Weight <-0,1

[]  (gelb): x-Loading Weight > +0,030
D (tuirkis): x-Loading Weight <-0,035

Abbildung 3.40: Lokalisierung der wichtigsten Variablen (Neuronen) auf der Kohonen Map.
Neuronen mit x-Loading Weights groBer als £ 0,1 sind wie in Abbildung 3.39 markiert. Zu-
sdtzlich wurden diejenigen Neuronen mit den jeweils 50 groBten positiven und negativen x-

Loading Weights abgebildet

Die Neuronen 246, 342, 345-348, 352-355, 357, 359 und 360 werden in Unscrambler 7.5
nicht nur als wichtigste Variablen, sondern auch als mogliche Ausreifer klassifiziert. Ausrei-
Ber, die sich erheblich von den anderen Eingabedaten unterscheiden, konnen die Lage einer
Hauptkomponente verschieben und damit die Giite der Vorhersage beeinflussen. Daher gilt es
zu priifen, ob es sich bei den Variablen mit hochstem Einfluss, tatsdchlich um wichtige Vari-

ablen oder um Ausreifler handelt.

Im vorliegenden Fall handelt es sich bei den Eingabedaten um molekulare Oberflichen, die
mittels neuronaler Netze nach Ahnlichkeit sortiert, verglichen und vereinfacht wurden. Es
handelt sich also nicht um echte Messwerte, die mittels analytischer Methoden im Labor er-
mittelt wurden, sondern um Daten die mit theoretischen mathematischen Kalkulationen er-

zeugt wurden. Deshalb ist ein Vorliegen von Ausreillern hier nicht zu erwarten.

Bestitigt wird dies, wenn neben den Neuronen, deren x-Loading Weight Betrag > + 0,1 ist,
diejenigen 50 Neuronen markiert werden, die den grof3ten positiven bzw. negativen Wert ha-

ben. Abbildung 3.40 zeigt, dass sich dann aus isolierten Neuronen auf der Kohonen Map
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Cluster von wichtigen Neuronen ergeben. Dies widerlegt das Vorhandensein von Ausreilern,
und unterstiitzt die Annahme, dass es sich um Zentren maximaler Differenz in einer bestimm-

ten Molekiilregion handelt.

Eine weitere Bestitigung stellt die Wiederholung der PLS Regression unter Auslassen dieser
Neuronen in Vorhersagemodell K5 (r2: 0,91, q2: 0,72) dar. Die Giite der Korrelation ist fiir
das neue Vorhersagemodell im Vergleich zu Vorhersagemodell 2 (r2 =0,97, q2 =0,70) etwas
schlechter, so dass angenommen werden kann, dass diese Variablen fiir die Vorhersage wich-

tige Information enthalten.

Abbildung 3.40 zeigt eine Konzentration wichtiger Neuronen in der untersten Zeile der Ko-
honen Map, und zwar fiir die Neuronen 342 bis 360. Die Neuronen 342-352 besitzen negative
x-Loading Weights, wihrend die Neuronen 353-360 positive x-Loading Weights besitzen.
Die folgenden Abbildungen lokalisieren die Lage der in diesen Neuronen enthaltenen Ober-

flichenpunkte fiir das Referenzmolekiil, das geruchlose Lacton 1b1 und R-8-Declacton rd10.

N353-360 | o w EUa L | N342-352

Leitstruktur (tlrkis)
aus 1ai,1a2, 2al und 2a2

Farbkodierung
D (hellblau) Datenpunkte in Neuronen 342-352, negative x-Loading Weights
. (dunkelblau) Datenpunkte in Neuronen 353-360, positive x-Loading Weights

Abbildung 3.41: Riickprojektion der in den Neuronen 342-360 enthaltenen Oberfldchenda-

tenpunkte auf die molekulare Oberfliche des Leitstruktur aus 1al, 1a2, 2al und 2a2.
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RD10 (rot)

1b1 (weiss) 1ai (tOrkis)

Farbkodierung der Oberflachendatenpunkte
a) Datenpunkte in Neuronen 342-352, negative x-Loading Weights
D (hellblau) Leitstruktur, hier stellvertretend nur lal
| leer fiir 1b1 und rd10

b) Datenpunkte in Neuronen 353-360, positive x-Loading Weights

. (dunkelblau) Leitstruktur, hier stellvertretend 1al
[ ] (weiB) 1b1
l (rot) rd10

Abbildung 3.42: Lokalisierung der in den Neuronen 342-360 enthaltenen Oberflachendaten-
punkte auf die molekulare Oberfliche des Referenzmolekiils (hellblau), des geruchlosen bi-
cyclischen Lactons 1b1 (wei) und R-8-Decalacton (rot). Der Ubersicht halber ist stellvertre-

tend fiir das Referenzmolekiil nur das Lacton 1al abgebildet.

Wie die Abbildungen 3.41 und 3.42 zeigen, liegen die in den Neuronen 342-352 enthaltenen
Oberflachendatenpunkte in der Nihe der Methylgruppe und an einer Seite des Cyclohexan-
rings. Die als Beispiele ausgewihlten Testmolekiile 1b1 und R-8-Decalacton rd10 fiillen die-
sen rdumlichen Bezirk nicht aus, die entsprechenden Neuronen sind fiir die Testmolekiile leer.

Diese Variablen besitzen in der PLS Regression negative Loading Weights, d.h. sie sind nega-
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tiv proportional mit dem Geruchschwellenwert korreliert. Die Anwesenheit von molekularen
Bereichen in diesem Bezirk fiihrt zu einem niedrigen Geruchsschwellenwert. Die Abwesen-
heit von Oberflichendatenpunkten in diesem Bereich ist mit einem hohen Geruchsschwellen-
wert korreliert. Dies ist konsistent mit den abgebildeten Testmolekiilen 1b1l und R-6-
Decalacton rd10. Sowohl fiir das geruchlose 1b1 als auch fiir R-3-Decalacton rd10, das mit
12.5 ng/l im Vergleich zu den Referenzmolekiilen einen 5 Grofenordnungen hoheren Ge-

ruchsschwellenwert aufweist, sind diese Neuronen unbelegt.

Die Neuronen 353-360 besitzen auf der ersten Hauptkomponente der Partial Least Square
Regression positive x-Loading Weights. Das heif3t die Anzahl der in diesen Neuronen enthal-
tenen Oberflichendatenpunkte ist direkt proportional zum Geruchschwellenwert. Eine hohe
Belegungsdichte ist mit einem hohen Geruchsschwellenwert, eine niedrige Belegungsdichte

mit einem niedrigen Geruchschwellenwert korreliert.

Fiir R-0-Decalacton, wurden die Oberflichendaten der Alkylseitenkette, fiir deren rdumliche
Ausdehnung die Referenzmolekiile keine Entsprechung besitzen, auf diesen Neuronen abge-

bildet. Die Anzahl an Oberflachendatenpunkten ist erheblich hoher als fiir die Leitstruktur.

Allerdings ist die Belegungsdichte fiir das geruchlose 1b1 niedriger als fiir die Leitstruktur. Es
handelt sich also tatsdachlich um einen nichtlinearen Zusammenhang, der fiir das Referenzmo-
lekiil ein Optimum durchlduft und sowohl bei niedrigerer als auch bei hoherer Belegungsdich-
te mit einem hoheren Geruchschwellenwert korreliert ist. Da PLS Regression das System iiber
eine Vielzahl von Linearkombinationen zerlegt, wird dieser nichtlineare Zusammenhang nicht
auf einer einzigen Hauptkomponente (hier PC1) erfasst. Nichtlinearen Zusammenhéngen wird
iber die Dimensionalitidt des Systems, sprich der Anzahl an Hautkomponenten Rechnung
getragen. Im vorliegenden Fall sind dieselben Neuronen auf der nichsten Hauptkomponente
(PC2) umgekehrt proportional mit dem Geruchschwellenwert korreliert, dass heifit hohe Be-
legungsdichte korreliert mit einem niedrigen, niedrige Belegungsdichte mit einem hohen Ge-
ruchschwellenwert. Gro3e Sample Scores besitzen hier die monocyclischen Lactone, ange-
fithrt von R-8-Decalacton rd10. Am stirksten negativ ist der Sample Score von 1b1, gefolgt
von 2b1.
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Tabelle 3.5
Lacton Geruchschwellenwert [ng/]1 Luft]

Measured Calibration | Validation

(3S, 3a8S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1a) 1107 14107 7.9:10%

(3R, 3aR, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1b) >100 4l 23

(3R, 3a8S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1c) 0,25 0,12 0,08

(3S, 3aR, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1d) 80 >4 16

(3S, 3a8S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1e) 7107 4107 710"

(3R, 3aR, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1f) 14 1 L.3

(3R, 3a8S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1g) 8 8 52

(3S, 3aR, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a tetrahydro-

2(3H)-benzofuranon (1h) 0,05 0,03 0,02

(3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2al) 1-10° 210° 0,05

(3S, 3a8, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2a2) 7-10° 3:10° 8107

(3R, 3aR, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2b1) > 100 %6 87

(3R, 3aR, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2b2) > 100 218 1054

(3R, 3a8S, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2¢1) 75 L1 0.2

(3R, 3a8S, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2¢2) 7107 3107 7107
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Fortsetzung Tabelle 3.5
Lacton Geruchschwellenwert [ng/l Luft]

Measured Calibration | Validation

(3S, 3aR, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2d1) 30 26 7

(35, 3aR, 65, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2d2) > 100 20 !

(3S, 3a8S, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2el) 0,15 0,05 0.04

(35S, 3aS, 6S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2e2) 0,50 0,06 0,01

(3R, 3aR, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2f1) 0,40 11,40 81,85

(3R, 3aR, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2f2) 3107 0,01 2,37

(3R, 3a8S, 6R, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2g1) > 100 29 0.9

(3R, 3a8§, 6S, 7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2g2) >100 35 2.0

(3S, 3aR, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2h1) 15 3,7 0,07

(3S, 3aR, 6S, 7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-

hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2h2) 510™ 3107 0,06

4,8-Dimethyl-2 -oxabicylo [3.3.1] non-7-en-3-on

(3a-d) > 100 > 87 > 10

Mintlacton (4a) 4.5 6,3 42

E-Mintlacton (4b) 6 1,5 0,1

Iso-mintlacton (5) 45 13.3 6,0

Dehydromintlacton (6) 1,0 2.4 1.2

3a,4,5,7a-Tetrahydro-6- methyl-2(3H)-

benzofuranon (7) 0,25 0,21 0,04
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Fortsetzung Tabelle 3.5

Lacton Geruchschwellenwert [ng/l Luft]

Measured Calibration | Validation
R-y-Octalacton (RG8) 1,8 2.7 3,7
S-y-Octalacton (SG8) 1,8 3,1 4,8
R-y-Nonalacton (RG9) 4,5 9,0 70
S-y-Nonalacton (SG9) 4.5 0,8 0,2
R-0-Octalacton (RDS) 12,5 20,2 12,0
S-8-Octalacton (SDS8) 12,5 19,6 19,3
R-0-Nonalacton (RD9) 1,3 1,2 1,3
S-8-Nonalacton (SD9) 2,0 2.1 4.4
R-0-Decalacton (RD10) 0,6 0,3 0,4

Tabelle 3.5: Vorhersage der Geruchschwellenwerte gemifl Vorhersagemodell K2
Measured gemessener Geruchschwellenwert
Calibration  berechneter Geruchschwellenwert aus der Kalibrierung

Validation  berechneter Geruchschwellenwert nach der Leave-one-out Validierung

3.3.1.2.5 Disskussion der berechneten Geruchschwellen nach Vorhersagemodell K2

Tabelle 3.5 stellt die nach Vorhersagemodell K2 berechneten Geruchschwellenwerte den
gemessenen  Geruchschwellenwerte ~ (Measured)  gegeniiber.  Die  berechneten
Geruchschwellenwerte werden einerseits aus der erhaltenen Kalibriergrade (Calibration)
berechnet. Dariiber hinaus wird die Robustheit des Vorhersagemodells nach der Leave-one-
out Methode iiberpriift (Validation). Dabei wird der Geruchschwellenwert des jeweiligen
Lactons durch ein Vorhersagemodell berechnet, das sich unter Auslassen des betreffenden

Lactons ergibt.

Die vorhergesagten Geruchschwellenwerte sind hierbei unter Beriicksichtigung der biologi-
schen Schwankungsbreite bei der Wahrnehmung von Geruchstoffen zu bewerten. Folglich
sind Unterschiede zwischen Geruchschwellenwerten erst dann als signifikant zu betrachten,

wenn sie mindestens einen Faktor 10 betragen.
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Die GroBenordnung der vorgesagten Geruchschwellenwerte steht im Einklang mit den ge-
messenen Geruchschwellenwerten. Fiir die Lactone 1a, 2al und 2a2, die als Leitstruktur defi-
niert wurden, werden sehr niedrige Geruchschwellenwerte in der GroBSenordnung von 1-107
ng/l Luft vorausgesagt, die sehr gut mit den gemessenen Geruchschwellenwerten iiberein-
stimmen. Fiir ihre geruchlosen Analoga 1b, 2b1 und 2b2 werden Geruchschwellenwerte von
23, 87 und iiber 1000 ng/l Luft berechnet, die die geringe Geruchsintensitit korrekt wieder-

spiegeln.

Abweichend von der allgemein guten Ubereinstimmung wird fiir die Leitstruktur 2al mit 0,05
ng/l Luft ein um vier GroBenordnungen zu hoher Geruchschwellenwert berechnet. Dieser
Wert stammt aus einem Vorhersagemodell, das unter Weglassen von 2al als der Leitstruktur
mit dem niedrigsten Geruchschwellenwert berechnet wurde. Hierbei fehlen bei der Berech-
nung des Vorhersagemodells wichtige Informationen, so dass ein zu hoher Schwellenwert im

Validierungsdatensatz resultiert.

3.3.1.3. Entwicklung eines Rezeptormodells fiir kokosnussartigen Geruch

Die gute Ubereinstimmung der berechneten mit den gemessenen Geruchschwellenwerten bes-
titigt die sinnvolle Wahl einer Uberlagerung der drei Lactone 1a, 2al und 2a2 als Leitstruktur
mit optimalen Eigenschaften fiir kokosnussartigen Geruch. Diese Leitstruktur kann daher
auch als Grundlage zur Eingrenzung des Rezeptorraums fiir den olfaktorischen Rezeptor die-
nen. Durch Uberlagerung der drei Molekiile ldsst sich mit Hilfe des Softwarepakets gOpen-
Mol 3.0 eine gemeinsame Oberfliche iiber die drei Molekiile berechnen (Abbildung 3.43).
Bedingung fiir optimale geruchliche Eigenschaften ist die Passform innerhalb dieses Rezep-
torraums. Ein potentieller Kandidat fiir eine Synthese, fiir den ein niedriger Geruchschwel-
lenwert berechnet wird, kann zusitzlich zur zusitzlichen Uberpriifung in diesen Rezeptorraum
eingepasst werden. Ein Hinausragen iiber diesen Raum, wie in Abbildung 3.43 am Beispiel
von Lacton 1b (Geruchschwelle 1000 ng/l Luft) gezeigt, fithrt ein Herausragen aus diesem

Rezeptorraum zu einer deutlichen Erhohung des Geruchschwellenwertes.
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Leitstruktur Lacton 1b im Rezeptorraum der Leitstruktur

Geruchschwelle < 1-10”° ng/l Luft Geruchschwelle > 1000 ng/l Luft

Abbildung 3.43 Olfaktophorhypothese fiir kokosnussartigen Geruch.

Links: Definition des maximalen Rezeptorraums anhand einer Leitstruktur aus
den Lactonen 1a, 2al und 2a2

Rechts: Einpassung von Lacton 1b in den definierten Rezeptorraum
blaue Bereiche markieren molekulare Regionen, in denen das Testmo-

lekiil iiber den Rezeptorraum hinausragt.

3.3.1.4. AbschlieBende Diskussion zur Untersuchung von Struktur- Geruchsbeziehungen

von Lactonen der Geruchsqualitit kokosartig

Es wurden erfolgreich dreidimensionale Molekiilmodelle und Oberflidchendaten fiir die betref-
fenden Lactone generiert. Der Vergleich mittels Neuronaler Netze nach Kohonen lieferte wei-
teren Einblick in die Ahnlichkeit der Molekiile. Die vereinfachten Ausgabedaten wurden mit-
tels PLS Regression erfolgreich mit dem Geruchschwellenwert korreliert. Dariiber hinaus
erlaubt die Betrachtung der fiir die Vorhersage des Geruchschwellenwertes wichtigsten Vari-
ablen (hier Neuronen) und Riickprojektion der in ihnen enthaltenen Oberfldchenkoordinaten
auf die molekulare Oberfliche die Identifizierung rdumlich notwendiger bzw. verbotener Be-
reiche. Die Validitit des Vorhersagemodells erlaubt die Definition einer Olfaktophorhypothe-

se aus der Leitstruktur aus den drei Lactonen 1a, 2al und 2a2.
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Da Artefakte der Berechnungsmethode oder das Nichterfassen nichtlinearer Zusammenhinge
nicht ausgeschlossen werden konnen, bediirfen die erhaltenen Ergebnisse einer sorgféltigen
Analyse und Uberpriifung. Dieser Analyse- und Uberpriifungsprozess kann als letzter Schritt
in der vorliegenden Untersuchungsmethode verstanden werden, die ohne den Sachverstand

des Chemikers als letzter Instanz nicht auskommt.

Die entwickelte Berechnungsmethode eignet sich zur Untersuchung von Struktur-
Geruchsbeziehungen im Sinne einer systematischen Vorgehensweise zur Aufkldarung von

Struktur-Wirkungsbeziehungen.
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3.3.2 Monocyclische Lactone der Geruchsqualititen pfirsich: Untersuchung von Struk-
tur-Geruchsbeziehungen mit der energetisch giinstigsten Molekiilkonformation im Ver-

gleich zu einem dynamischen Ansatz.

Fiir die Untersuchungen der Struktur- Geruchsbeziehungen der Lactone mit kokosnussartiger
Geruchsqualitidt in Kapitel 3.3.1 wurden jeweils die energetisch giinstigsten Konformationen
der Molekiile herangezogen. Da die tatsdachliche Konformation der Liganden am olfaktori-
schen Rezeptor nicht bekannt ist, muss ein Vorhersagetool sich auf die energetisch giinstigste
Konformation als Referenz beziehen. Dies wird hdufig als Schwachpunkt von Studien zum
Thema Struktur-Aktivitidtsbeziehungen kritisiert. Daher wurde im Folgenden eine Vergleichs-
studie am Beispiel monocylischer Lactone mit pfirsichartigem Geruch durchgefiihrt, in der
die Qualitdt der Vorhersage unter Beriicksichtigung der energetisch giinstigsten mit dynami-

schen Strukturen verglichen wird.

3.3.2.1 Datensatz

Geruchschwellenwert [ng/l Luft], Geruchsqualitit
: 12 ng/l; pfirsich S: 0,4 ng/l; pfirsich

0-Dodecalacton

0-Undecalacton : 60 ng/l; pfirsich : 0,8 ng/l; pfirsich

o-Decalacton : 0,6 ng/l; kokosnuss : 2,0 ng/l; pfirsich

0-Nonalacton : 1,3 ng/l; kokosnuss : 2,0 ng/l; kokosnuss

v-Dodecalacton

v-Undecalacton | R: 0,8 ng/l pfirsich : 4,5 ng/l; pfirsich

v-Decalacton : 12,5 ng/1 pfirsich : 12,5 ng/l; pfirsich

A R R R A A A A

S
S
S
: 0,8 ng/l; pfirsich S: 6,0 ng/l; pfirsich
S
S
S

v-Nonalacton : 4,5 ng/l kokosnuss : 4,5 ng/l; kokosnuss

Tabelle 3.6 Datensatz zur Untersuchung von Struktur-Geruchsbeziehungen monocyclischer

Lactone der Geruchsqualitit pfirsich.
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3.3.2.2 Molecular Modelling

Analog zu Kapitel 3.3.1.1 wurden zunichst dreidimensionale Molekiilmodelle der betreffen-
den Lactone mit dem Softwarepakets Hyperchem 5.0 und der Erweiterung Chemplus 1.0 ge-
neriert. Zusétzlich zu der energetisch giinstigsten Struktur wurden dynamische Strukturen wie

folgt erzeugt:

Eine Konformationssuche [Vgl Kapitel 5.6.1 und 5.6.2 des Experimenteller Teils] wird durch-
gefiihrt fiir R-6-Dodecalacton und R-y-Dodecalacton. Alle Konformere, die energetisch nicht
mehr als 1 kcal/mol iiber der energetisch giinstigsten Konformation liegen, werden zur Erzeu-
gung von dynamischen Strukturen berticksichtigt. Hierbei handelt es sich um die in den Ta-

bellen 3.5 und 3.6 aufgefiihrte Anzahl an Konformeren.

Konformationssuche R-8-Dodecalacton

Konformere Energie [kcal/mol]
Konformer 1 10,63263
Konformer 2 11,18359
Konformer 3 11,18959
Konformer 4 11,19771
Konformer 5 11,23853
Konformer 6 11,25579
Konformer 7 11,26755
Konformer 8 11,29406
Konformer 9 11,29538
Konformer 10 11,56273
Konformer 11 11,85688

Tabelle 3.7: Konformationssuche fiir R-8-Dodecalacton mittels HyperChem5.0/Chemplus1.0
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Konformationssuche R-y-Dodecalacton

Konformere Energie [kcal/mol]
Konformer 1 13,73322
Konformer 2 13,95659
Konformer 3 14,34004
Konformer 4 14,35552
Konformer 5 14,39100
Konformer 6 14,39196
Konformer 7 14,39656
Konformer 8 14,43772
Konformer 9 14,57218
Konformer 10 14,62051
Konformer 11 14,62091
Konformer 12 14,64149
Konformer 13 14,66143

Tabelle 3.8: Konformationssuche fiir R-y-Dodecalacton mittels HyperChem5.0/Chemplus1.0

Die S-konfigurierten Stereoisomere werden durch Inversion der Stereochemie in HyperChem
5.0 erzeugt. Die kiirzerkettigen Analoga werden durch schrittweise Verkiirzung der Seitenket-
te um jeweils eine Methylgruppe erzeugt, ohne eine neue Konformationssuche durchzufiihren.
Die erhaltenen Konformere werden anhand ihrer Lactonfunktion zu dynamischen Strukturen
iberlagert. Abbildung 3.48 zeigt als Beispiel eine solche dynamische Struktur, wie sie mit
dieser Berechnungsmethode aus iiberlagerten Konformationen fiir R-y-Dodecalacton und S-06-

Dodecalacton erzeugt wurde.

3.3.2.3. Erzeugung einer Molekiiloberfliche mittels IRIS Explorer 3.5

Analog zu Kapitel 3.3.1 und der in Kapitel 5.6-5.8 des Experimentellen Teil beschriebenen
Berechnungsprozedur wird mittels IRIS Explorer 3.5 eine Molekiiloberfliche nach Conolly
berechnet. Gleichzeitig wird die numerische Information in Form der x,y,z-Koordinaten wird
in einem Textfile gespeichert, dass nach Import und Modifikation in Microsoft Excel 2000 als

Input fiir die folgenden Berechnungen mittels Neural Connection 2.0 dient.
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Hierbei ist zu beachten, dass die Punktdichte fiir die Generierung einer Molekiiloberfliche in
IRIS Explorer 3.5 so gewdhlt werden muss, dass die maximale Anzahl von 5000 Koordinaten
als Eingabe fiir das Neuronale Netz nicht iiberschritten wird. Fiir den nichtdynamischen An-
satz, der sich auf die energetisch giinstigsten Strukturen beschrinkt, wurde hierfiir eine
Punktdichte von 4,5 gewdhlt. Fiir die dynamischen Strukturen wurde die Punktdichte entspre-

chend reduziert auf 2,7.

3.3.2.4. Auswabhl einer geeigneten Leitstruktur

Die folgende Ahnlichkeitsstudie mittels Neuronaler Netze nach Kohonen erfolgte wie in Ka-
pitel 2.4.1.3 bzw. 3.3.1.2. nach einem Single Template Approach. Hierbei wird das Netzwerk
mit demjenigen Referenzmolekiil trainiert, das optimale Eigenschaften besitzt. Anschlieend
werden alle anderen Molekiile als Testdatensatz auf dasselbe Netzwerk projiziert. Die sorgfil-
tige Auswahl einer geeigneten Leitstruktur ist der wichtigste Schritt der gesamten Berech-
nungsprozedur. S-8-Dodecalacton (SD12) hat mit 0,4 ng/l Luft den niedrigsten Geruch-
schwellenwert fiir die Serie der d-Lactone, wihrend R-y-Dodecalacton (RG12) mit 0,8 ng/l
Luft den niedrigsten Geruchschwellenwert fiir die y-Lactone aufweist. Vorhergehende Unter-
suchungen haben gezeigt, dass mit S-6-Dodecalacton als Leitstruktur eine gute Korrelation
innerhalb der homologen Reihe der d-Lactone erzielt werden kann, dass die Korrelation sich
aber nicht auf die gesamte Gruppe der y- und d-Lactone iibertragen lédsst. Das gleiche gilt um-
gekehrt bei Verwendung von R-y-Dodecalacton als Leitstruktur. Daher werden im Folgenden
eine Uberlagerung aus S-8-Dodecalacton und R-y-Dodecalacton als Referenz gewihlt, um die
Information aus jeweils einem y- und einem d-Lacton mit quasi optimalen Eigenschaften in
der Leitstruktur zu vereinigen. Die Abbildungen 3.47 und 3.48 zeigen jeweils die Leitstruktur
fiir den gewihlten dynamischen bzw. nichtdynamischen Ansatz der folgenden Ahnlichkeits-

studie.
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Abbildung 3.44: Uberlagerung von S-8-Dodecalacton und R-y-Dodecalacton als Leitstruktur

fiir den nichtdynamischen Ansatz (Uberlagerung der energetisch giinstigsten Konformation)

Abbildung 3.45: Uberlagerung mehrerer Konformere von S-8-Dodecalacton und R-y-

Dodecalacton als Leitstruktur fiir den dynamischen Ansatz
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3.3.2.5. Ahnlichkeitsstudie mittels Neuronaler Netze nach Kohonen:

3.3.2.5.1. Nichtdynamischer Ansatz, Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte

Die folgende Ahnlichkeitsstudie mittels Neuronaler Netze nach Kohonen wurde analog zu
Kapitel 3.3.1.2.2 durchgefiihrt. Dariiber hinaus findet sich eine detaillierte Beschreibung der
Berechnungsmethode im Kapitel 2.4.1.3 des Theoretischen bzw. Kapitel 5.9 des Experimen-
tellen Teils. Die Abbildungen 3.49 bis 3.51 zeigen anhand ausgewihlter Lactone die erhalte-
nen Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte sowohl fiir den dynamischen als auch
fiir den nichtdynamischen Ansatz, der sich auf die Untersuchung der energetisch giinstigsten
Konformere beschrinkt. Eine Ubersicht iiber alle Belegungsdichtemaps dieses Datensatzes

findet sich im Anhang dieser Arbeit.
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Nichtdynamischer Ansatz

Farbkodierung fiir die abgebildete Belegungsdichte

(weiB3): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

(dunkelblau) mehr als 10 Datenpunkte pro Neuron

Bel.dichte Map Referenzmolekiil 1 (sd12) Bel.dichte Map Referenzmolekiil 2 (rgl2)

Abbildung 3.46: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die Leitstruktur des nichtdynami-

scher Ansatzes
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3.3.2.5.2 Dynamischer Ansatz; Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte

In Abbildungen 5.52 sind beispielhaft Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte fiir
den dynamischen Ansatz, d.h. unter Beriicksichtigung mehrerer Konformationen, abgebildet.
Eine Abbildung aller erhaltenen Maps findet sich im Anhang dieser Arbeit.

Dynamischer Ansatz

Farbkodierung fiir die abgebildete Belegungsdichte

(weiB): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

(dunkelblau) mehr als 10 Datenpunkte pro Neuron

sd12 +rg12

I
Belegungsdichte Map, Training mit sd12 und rgl12

sd12

Bel.dichte Map Referenzmolekiil 1, sd12 Bel.dichte Map Referenzmolekiil 2, rg12

Abbildung 3.47: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die Leitstrukturen des dynami-

scher Ansatzes
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3.3.2.6. Vorhersage von Geruchschwellenwerten mittels Partial Least Square Regression

Die erhaltenen Kohonen Maps zeigen bei kiirzer werdender Seitenkette eine zunehmende An-
zahl an weillen, d.h. unbelegten Neuronen. Unbelegte Neuronen, die bei den Referenzmolekii-
len belegt sind, sind wichtig fiir die Auspridgung eines pfirsichartigen Geruchs. Dariiber hin-
aus geben, wie in Kapitel 3.3.1.2.3 anhand mono- und bicyclischer Lactone mir kokosnussar-
tiger Geruchsqualitit bereits erldutert, Bereiche maximaler Differenz oder Undhnlichkeit der
betrachteten Molekiile lediglich Aufschluss iiber riumliche Bereiche, in denen sich die be-
trachteten Molekiile unterscheiden. Um herauszufinden, welche dieser strukturellen Unter-
schiede sich auf die geruchlichen Eigenschaften der Molekiile auswirken, miissen die Ge-
ruchsschwellenwerte, die in den Vergleichsstudien mittels Neuronaler Netze nicht einbezogen
worden sind, ebenfalls beriicksichtigt werden. Dies erfolgt mit einer abschlieBenden Partial
Least Square (PLS) Regression mittels Unscrambler 7.5 zur Vorhersage der Geruchschwel-
lenwerte. Die Belegungsdichte der Neuronen 0-360 gehen als x-Variablen in die Berechnung
ein. Der Geruchschwellenwert [Tabelle 3.2 und 3.3] stellt die vorherzusagende y-Variable
dar. Aus den Faktoren fiir die einzelnen Variablen lésst sich ihr Einfluss auf die Auspriagung
eines besonders niedrigen Geruchschwellenwertes ableiten. Eine Erlduterung des statistischen

Prinzips findet sich in Kapitel 2.4.2 dieser Arbeit.

3.3.2.6.1. Modelle zur Vorhersage von Geruchsschwellenwerten fiir die Geruchsqualitiit
pfirsichartig; Korrelation zwischen vorhergesagtem und tatsichlichem Geruchschwel-

lenwert;
a) Dynamischer Ansatz

Vorhersagemodell D1:
Datensatz: 16 Lactone, Nr. 35-38 und 42-45 gemal} Tabelle 3.3

16 Hauptkomponenten und 361 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r*: 0,87
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,79 Achsabschnitt: 0,70 q2: 0,54
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Vorhersagemodell 1
Sample Scores auf den Hauptkomponenten PC1 und PC2
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1. Hauptkomponente (PC1)

Abbildung 3.48: Sample Scores auf PC1 und PC2 fiir 16 Lactone nach Vorhersagemodell
D1, Diskriminierung der Lactone einsprechend ihrer Ringkonfiguration (y, 8, R, S)

Vorhersagemodell D2:
Datensatz: 11 Lactone, Nr. 36-38, 44, 45 und S-8-Decalacton gemif Tabelle 3.3

11 Hauptkomponenten und 361 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r’: 0.95
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,87 Achsabschnitt: 0,07 q* 0,76
Vorhersagemodell D3:

Datensatz: 11 Lactone, Nr. 36-38, 44, 45 und S-8-Decalacton gemif3 Tabelle 3.3

5 Hauptkomponenten und 66 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r’: 0.99
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,97 Achsabschnitt: 0,07 q* 0,85
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b) Nichtdynamischer Ansatz

Vorhersagemodell N1
Datensatz: 16 Lactone, Nr. 35-38 und 42-45 gemal} Tabelle 3.3

16 Lactone, 16 Hauptkomponenten und 361 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r: 0,62
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,22 Achsabschnitt: 0,58 q* -0,12

Abbildung 3.56: Sample Scores auf PC1 und PC2 fiir 16 Lactone nach Vorhersagemodell

N1, Diskriminierung der Lactone einsprechend ihrer Ringkonfiguration (y, §, R, S)

Vorhersagemodell N2:
Datensatz: 11 Lactone, Nr. 36-38, 44, 45 und S-8-Decalacton gemif3 Tabelle 3.3

11 Hauptkomponenten und 361 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r’: 0.99
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0,96 Achsabschnitt: 0,04 q* 0.74
Vorhersagemodell N3:

11 Lactone, 4 Hauptkomponenten und 78 x-Variablen (Neuronen)

Kalibrierung: Steigung: 1,00 Achsabschnitt: 0,00 r*: 0,99
Leave-one-out-Validierung: Steigung: 0.91 Achsabschnitt: 0.04 q2: 0,80
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3.3.2.7. Diskussion der Vorhersagemodelle

Unter Beriicksichtigung aller 16 monocyclischen Lactone sowie aller 361 Neuronen werden
fiir den dynamischen, als auch fiir den nichtdynamischen Ansatz y- und §-Lactone sowie R-
und S-Enantiomere bereits auf PC1 und PC2 diskriminiert, wie am Beispiel des dynamischen
Ansatzes in Abbildung 3.55 dargestellt. Die Vorhersagemodelle sind mit 1’=0,87 und qZ:O,54
fir den dynamischen Ansatz (D1) und r’=0,63 und q°=0,12 fiir den nichtdynamische Ansatz
(N1) nur von miBiger bis schlechter Giite. Die Korrelation wird erheblich verbessert durch
Beschriankung auf diejenigen 11 Lactone, die pfirsichartige Geruchsqualitit aufweisen (Vor-
hersagemodelle D2 und N2). Des Weiteren kann die Giite des Modells verbessert werden
durch Optimierung der Anzahl der Hauptkomponenten auf 9, sowie eine Einschrinkung auf
diejenigen Neuronen, die den grofiten Einfluss auf den jeweiligen Hauptkomponenten besit-
zen. Neuronen, die einen geringen Einfluss auf den jeweiligen Hauptkomponenten besitzen
tragen keine signifikante Information und konnen daher weggelassen werden. Durch sukzes-
sives Weglassen "unwichtiger" Neuronen lassen sich so diejenigen molekularen Bereiche i-

dentifizieren, die fiir die Auspragung eines pfirsichartigen Geruchs verantwortlich sind.

Die Vorhersagemodelle D3 und N3 zeigen mit r°=0,99 und q*=0,85 (D3) und 1’=0,99 und
qZ:O,80 (N3) eine hervorragende Giite fiir die Kalibrierung und Validierung. Im Folgenden
sind die berechneten und gemessenen Geruchschwellenwerte fiir den dynamischen und nicht-

dynamischen Ansatz gegeniibergestellt.
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Lacton Geruchschwellenwert [ng/] Luft]

Measured | Calibration | Validation

S-6-Dodecalacton (SD12) 0,40 0.35 0,42
S-8-Undecalacton (SD11) 0.80 0,82 0,93
S-8-Decalacton (SD10) 2.00 2,26 2,07
R-6-Dodecalacton (RD12) 12,50 11,14 21,23
R-6-Undecalacton (RD11) 59,98 71,29 25,88
R-y-Dodecalacton (RG12) 0,80 0,66 0,58
R-y-Undecalacton (RG11) 0,80 1,45 2,90
R-y-Decalacton (RG10) 12,50 8,43 1,70
S-y-Dodecalacton (SG12) 6,00 6,79 4,32
S-y-Undecalacton (SG11) 4,50 4,24 5,96
S-y-Decalacton (SG10) 12,50 10,96 10,42

Tabelle 3.9 Vorhersage der Geruchschwellenwerte gemif3 Vorhersagemodell D3
OTV (Measured): gemessener Geruchschwellenwert
OTYV (Calibration): berechneter Geruchschwellenwert aus der Kalibrierung

OTYV (Validation):  berechneter Geruchschwellenwert nach der Leave-one-out Validierung#
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. Geruchschwellenwert [ng/l Luft]
Measured | Calibration | Validation
S-8-Dodecalacton (SD12) 0.4 0,3 0,8
S-8-Undecalacton (SD11) 0.8 0.8 1.0
S-8-Decalacton (SD10) 2.0 2.4 2,7
R-6-Dodecalacton (RD12) 12.5 17.4 63.4
R-8-Undecalacton (RD11) 60,0 41,0 14,6
R-y-Dodecalacton (RG12) 0.8 0,6 0,7
R-y-Undecalacton (RG11) 0.8 1,0 2,1
R-y-Decalacton (RG10) 12,5 13,6 3,5
S-y-Dodecalacton (SG12) 6,0 7,9 1.9
S-y-Undecalacton (SG11) 45 4,3 8,8
S-y-Decalacton (SG10) 12,5 8,9 6,1

Tabelle 3.10 Vorhersage der Geruchschwellenwerte geméll Vorhersagemodell N3
Measured:  gemessener Geruchschwellenwert
Calibration:  berechneter Geruchschwellenwert aus der Kalibrierung

Validation:  berechneter Geruchschwellenwert nach der Leave-one-out Validierung

Die berechneten Geruchschwellenwerte fiir alle 11 Lactone stimmen sowohl fiir die Kalibrie-
rung als auch fiir die Validierung sehr gut mit den gemessenen Daten iiberein. Trotz der ge-
ringen Anzahl an Datenpunkten (11) wirkt sich ein Weglassen eines Molekiils innerhalb der
homologen Reihe von monocyclischen Lactonen nur geringfiigig auf die Giite der Vorhersage

aus, so dass die Validierungsdaten nur geringfiigig von der Kalibrierung abweichen.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Vorhersagemodelle mit beiden Ansitzen sich in
ihrer Giite und Aussagekraft nicht signifikant unterscheiden. Dies bestétigt, dass die Beriick-
sichtigung dynamischer Strukturen zur Entwicklung von Struktur-Aktivitdtsbeziehungen von
Lactonen nicht erforderlich ist. Eine Beschrinkung auf die energetisch giinstigsten Konforma-

tionen hat in diesem Fall die gleiche Aussagekraft bei erheblich reduziertem Rechenaufwand.
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4. Zusammenfassung

Analog zum computergestiitzen Wirkstoffdesign in der Pharmaforschung wiirde die Vorher-
sage der Geruchschwellenwerten von Aromastoffen im eine zielgerichtetere Synthese neuer

Aromastoffe erlauben.

Zur Untersuchung von Struktur-Geruchsbeziehungen von Lactonen wurden die geruchlichen
Eigenschaften von insgesamt insgesamt 62 Lactonen systematisch charakterisiert, darunter die
acht Stereoisomeren von 3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon, den ent-
sprechenden 16  gesittigten  Derivaten  (3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-

benzofuranon) und zahlreichen weiteren mono- und bicyclischen Lactonen.

Soweit nicht kommerziell erhéltlich wurden die Lactone enantioselektiv synthetisiert und ihre
Geruchschwellenwerte mittels chiraler GC/Olfaktometrie bestimmt. Die meisten Lactone wie-
sen entweder einen kokosnussartigen oder einen pfirsichartigen Geruch auf. Die Geruch-

schwellenwerte wurden von insgesamt fiinf Priifern bestatigt.

Die niedrigsten Geruchschwellenwerte fiir kokosnussartigen Geruch wurden fiir die Verbin-
dungen (3S,3aS,6R,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon  (2al,
2-10'6ng/1 Luft), (3S,3aS,6S,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon
(2a2, 7-10° ng/l  Luft) und (3S,3aS,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-
benzofuranon (1a, 1-10” ng/l Luft) bestimmt. S-8-Dodecalacton und R-y-Dodecalacton hatten
die niedrigsten Geruchschwellenwerte (< 1ng/l Luft) fiir pfirsichartigen Geruch. Eine Uberla-
gerung dieser Molekiile wurde jeweils als Referenz fiir kokosnussartigen bzw. pfirsichartigen

Geruch eingesetzt.

Zur Untersuchung von Struktur Geruchsbeziehungen wurden die energetisch giinstigsten
Konformere der Verbindungen, ihre Molekiiloberflache und das elektrostatische Potential als
charakteristischer Oberflicheneigenschaft berechnet. AnschlieBend wurden Neuronale Netze
nach Kohonen und Partial Least Square Regression zur Entwicklung eines Vorhersagemodells
fiir kokosnussartigen und pfirischartigen Geruch sowie zur Identifizierung wichtiger moleku-

larer Bereiche eingesetzt.
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Vorhersagemodell K2, das fiir einen Datensatz aus 42 Lactonen mit kokosnussartigem Geruch
entwickelt wurde, zeigte mit einem Regressionskoeffizienten von 1’=0,97 fiir die Kalibrierung
und ¢°=0,70 fiir die Validierung eine gute Korrelation und lieferte gute Ubereinstimmung
zwischen theoretisch berechneten und gemessenen Geruchschwellenwerten. Die gute Uber-
einstimmung bestitigt die Validitit des Modells bzw. der gewihlten Leitstruktur zur Definiti-

on eines maximalen Rezeptorraums als Bedingung fiir kokosnussartigen Geruch.

Im Weiteren wurde am Beispiel von Lactonen mit pfirsichartigem Geruch eine Studie durch-
gefiihrt, die die Ergebnisse energieminimierter und dynamischer Studien vergleicht. Dazu
wurden dynamische Strukturen der betreffenden Molekiile durch Uberlagerung aller Konfor-
mere, die sich nicht um mehr als 1 kcal/mol von der energetisch giinstigsten Struktur unter-
scheiden, iiberlagert. Beide Datensidtze wurden der gleichen Berechnungsprozedur mittels
Neuronaler Netze nach Kohonen und Partial Least Square Regression unterworfen. Beide
Datensiitze lieferten Vorhersagemodelle mit sehr guter Ubereinstimmung zwischen berechne-
ten und gemessenen Geruchschwellenwerten. Die resultierenden Vorhersagemodelle fiir den
dynamischen (r2=0,99; q2=0,85) und den nichtdynamischen Ansatz (r2=0,99; q2=0,80) zeigten
keinen signifikanten Unterschied in der Giite der Korrelation und Vorhersage. Dies bestitigt,
dass der Einsatz energieminimierter Strukturen in diesem Fall zur Vereinfachung von Berech-

nungen von Struktur-Geruchsbeziehungen zuléssig ist.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Referenzsubstanzen und sonstige Chemikalien

Die folgenden kommerziell erhiltlichen Lactone wurden als Referenzsubstanzen eingesetzt.

Alle weiteren Chemikalien wurden bezogen von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim,

Deutschland) und wiesen mindestens Analysenqualitét ("pro analysi") auf.

v-Hexalacton
v-Heptalacton
v-Octalacton
Y-Nonalacton
v-Decalacton
v-Undecalacton
v-Dodecalacton
d-Hexalacton
d-Heptalacton
d-Octalacton
d-Nonalacton
d-Decalacton
d-Undecalacton
d-Dodecalacton
O-Tetradecalacton
Mintlacton
R-2-Decen-5-olid
S-2-Decen-5-olid
R-4-Nonanolid
R-5-Decanolid
S-5-Decanolid
S-4-Undecanolid
S-4-Dodecanolid
R-5-Dodecanolid
R-5-Dodecanolid

Geschenk von Silesia, 3.600.1750
Sigma Aldrich, W 25, 390-1
Sigma Aldrich, W 27, 960-9
Sigma Aldrich, 29,237-0

Sigma Aldrich, D 80-4

Sigma Aldrich, W 30,910-9
Geschenk von Silesia 3.600.1700
Sigma Aldrich, W31,670-9

Roth, 3062.1

Roth, 9436.1

Sigma Aldrich, W 33560-6
Sigma Aldrich, 29,806-9

Sigma Aldrich, W 32,940-1
Geschenk von Silesia, 3.600.1100
Fluka, 87170

Sigma Aldrich, W 37,641-8
Fluka, 30665

Fluka, 30667

Fluka, 74313

Fluka, 30622

Fluka, 30624

Fluka, 94088

Fluka, 44118

Fluka, 44119

Fluka, 44120
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5.2 Verwendete Abkiirzungen fiir die Referenzsubstanzen

Fiir die Referenzsubstanzen wurden die in den Tabellen 5.1 bis 5.5 aufgelisteten Abkiirzungen

verwendet.
Abkiirzung Formel Bezeichnung Abkiirzung Formel Bezeichnung
(R,S)-6- (R,S)-v-
RDS/SDS Oy ° RGS8/SGS8 00
Octalacton Octalacton
(R,S)-6- (R,S)-v-
RDY/SD9 0.0 RG9I9/SGY
Nonalacton 0=° Nonalacton
(R,S)-6- (R,S)-y-
RD10/SD10 | , RG10/SG10
Decalacton 0x° Decalacton
(R,S)-6- (R,S)-y-
RD11/SD11 RG11/SG11
SNe Undecalacton 0= © Undecalacton
(R,S)-6- (R,S)-y-
RD12/SD12 RG12/SG12
0.0 Dodecalacton 0. O Dodecalacton

Tabelle 5.1: Monocyclische Lactone der Geruchsqualitit kokosnussartig und pfirsichartig.
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Abkiirzung | Formel Bezeichnung
’ (3S,3aS,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
a
2(3H)-benzofuranon
1 (3R,3aR,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
2(3H)-benzofuranon
’ (3R,3aS,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
c
2(3H)-benzofuranon
1d (3S,3aR,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
2(3H)-benzofuranon
’ (3S,3aS,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
e
2(3H)-benzofuranon
it (3R,3aR,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
2(3H)-benzofuranon
’ (3R,3aS,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
8 2(3H)-benzofuranon
Ih (3S,3aR,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-
2(3H)-benzofuranon

Tabelle 5.2: Ungesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitidt kokosnussartig (1a-h)
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Abkiirzung | Formel Bezeichnung
2al é (3S,3aS,6R,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
a
s P -
Mo 2(3H)-benzofuranon
O (3S,3a8,68,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
2a2 o 5 ;
Mo (3H)-benzofuranon
- (3R,3aR,6R,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
| 2(3H)-benzofuranon
o o)
12 E (3R,3aR,68S,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
| ° 2(3H)-benzofuranon
o o)
sl (3R,3aS,6R,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
c g
\§O 2(3H)-benzofuranon
O (3R,32S,68,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
2c2 o
\§O 2(3H)-benzofuranon
»dl (3S,3aR,6R,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
i 2(3H)-benzofuranon
[e]
2 E (3S,3aR,68S,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
P 2(3H)-benzofuranon
[e]

Tabelle 5.3: Gesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitit kokosnussartig (2a;1.2-2dy.2)
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Abkiirzung Bezeichnung
sl (3S,3aS,6R,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
e

2(3H)-benzofuranon

262 (3S,3a8S,6S,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-

e

2(3H)-benzofuranon

211 (3R,3aR,6R,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
2(3H)-benzofuranon

- (3R,3aR,6S,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
2(3H)-benzofuranon

2ol (3R,3aS,6R,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
8 2(3H)-benzofuranon

292 (3R,3a8S,68S,7aS)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
8 2(3H)-benzofuranon

- (3S,3aR,6R,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
2(3H)-benzofuranon

2 E (3S,3aR,68S,7aR)-3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-
P 2(3H)-benzofuranon

o]

Tabelle 5.4: Gesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitit kokosnussartig (2e;.2-2h;.»)
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S
S
=
=
e

Abkiirzung Bezeichnung

3a Q 4,8-Dimethyl-2-oxabicyclo [3.3.1] non-7 -en-3-on

3b 4,8-Dimethyl-2-oxabicyclo [3.3.1] non-7 -en-3-on

3c 4,8-Dimethyl-2-oxabicyclo [3.3.1] non-7 -en-3-on

4a (mint) Mintlacton

4b (e-mint) Enantiomer des Mintlacton (E-Mintlacton)

Ot
i O
3d é/i 4,8-Dimethyl-2-oxabicyclo [3.3.1] non-7 -en-3-on
S\ (o]
o
\\ [¢]
o

Iso-Mintlacton

[e]
6 (DH-mint) (;io Dehydromintlacton
[¢]

7 A 3a,4,5,7a-Tetrahydro-6-methyl-2(3H) benzofuranon

5 (iso-mint)

8 éo 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3-ethyl-6-methyl-2(3H) benzofuranon

Tabelle 5.5: Weitere bicyclische Lactone unterschiedlicher Geruchsqualitit (3a-d, 4a-b, 5-8)
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5.3. Chromatographische Systeme

Zur chromatographischen Aufreinigung, Trennung und Identifizierung der Lactone sowie zur
Bestimmung ihrer Geruchschwellenwerte wurden die folgenden chromatographischen Syste-

me eingesetzt.

5.3.1 GC/MS
GC: Hewlett Packard HP 5890 Serie 11
MSD: Hewlett Packard HP 5971 A, EI Modus; 70 eV;
Transfer line: 280 ° C, Ionenquelle 220°C
Injektor: On-Column, oven track on
Siulenvordruck: Helium 5.0; FluBirate 0,99 ml/min
Trennsaule 1: DB-FFAP; J&W Scientific
Stationidre Phase: Modifizierte Polyethylenglykolphase,
partiell verestert mit Nitroterephtalsidure
Saulendimensionen: 30 m x 0,25 mm, 0,25 um d¢
Temperaturprogramm: 35°C (1 min) - 40°C/min-60°C (0 min)
- 8°C/min-240°C (5 min)
Trennsaule 2: DB 5; J&W Scientific
Stationdre Phase: (5% Phenyl)-methylpolysiloxan
Sdulendimensionen: 30 m x 0,25 mm, 0,25 um d
Temperaturprogramm: 35°C (1 min) - 40°C/min-60°C (0 min)

- 8°C/min-280°C (5 min)
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Trennsiaule 3:

Stationire Phase:

Saulendimensionen:

Temperaturprogramm:

Trennsiaule 4:

Stationire Phase:
Saulendimensionen:

Temperaturprogramm:

Vorséule:

Nachsdaule:

BGB 174; BGB Analytik GmbH
50% 2,3-Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-B-cyclodextrin ge-
l6st in BGB 1701 (14% Cyanopropylphenylpolysiloxan, 86%
Methylpolysiloxan)
30 m x 0,25 mm, 0,25 um ds
35°C (1 min) - 40°C/min-100°C (0 min)

- 8°C/min-150°C (0 min)

- 2°C/min-280°C (5min)

Lipodex E; Macherey-Nagel

Octakis-(2,6-di-O-pentyl-3-O-butyryl)

- y-cyclodextrin

25 m x 0,25 mm, 0,25 um d

35°C (1 min) - 40°C/min-60°C (0 min)
- 5°C/min-220°C (10 min)

1 m x 0,53 mm unbelegte, methyldesaktivierte Vorsaule

2 m x 0,25 mm unbelegte, methyldesaktivierte Nachsiule

Die angegebenen Temperaturprogamme stellen typische Tempraturprogramme dar, die je

nach Notwendigkeit an das jeweilige Trennproblem angepasst wurden. Beispielchroma-

togramme finden sich im Anhang dieser Arbeit.
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5.3.2. GC /FID und GC/Olfaktometrie

GC:
Injektor:
Detektor:

Sniff Port:

Stationire Phasen:

Temperaturprogramme:

Gase:

Carlo Erba 8000 Top

Cool-on-column
FID; 250°C
220°C

wie unter 5.3.1, zusitzlich je 1 m unbelegte methyldesaktivierte

Nachsdule fiir 1:1 Splitting zum FID und Sniff-Port

wie unter 5.3.1

Trigergas: Helium 5.0

Sidulenvordruck: 80 kPa He fiir DB-FFAP und DB 5

150 kPa fiir BGB 174 und Lipodex E

Brenngase: Wasserstoff 5.0, 50 kPa
Luft (Gasgenerator) 100 kPa

MU Gas: Stickstoff (Gasgenerator)
FID: 80 kPa, Sniff-Port: 90 kPa
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5.3.3. HPLC zur priparativen Aufreinigung:

HPLC:
Pumpe:

UV-Detektor:

Trennsiule:

Eluent:
FlieBgeschwindigkeit:
Injektionsvolumen:

Detektionswellenliinge:

Merck La Chrom L7100/L7400
LaChrom Merck Hitachi L7110
La Chrom Merck Hitachi ...

Lichrospher®, 2 x 250 mm Linge, 4 mm Innendurchmesser,

Si 60, 50 um PartikelgrofB3e

Pentan/Diethylether (60+40 v/v, isokratisch)
2 ml/min (Druck: 112 mbar)

20 pl (analytisch); 100 ul (priparativ)

215 nm

5.3.4. Flash Chromatographie zur priparativen Aufreinigung

Trennsiule:

Pumpe:

Fiillmaterial:

FlieBmittel:
FlieBgeschwindigkeit:

Merck System Superformance Siule, wassergekiihlt
31 cm Linge, 16 mm Innendurchmesser

LC Kontron 414-T

Kieselgel 60, 0,04-0,063 mm
Pentan/Diethylether (80+20 v/v, 70+30 v/v und 60/40 v/v)

9,9 ml/min

5.4. Kernresonanzspektrometrie

Die Aufnahme der NMR Spektren erfolgte in der Organischen Chemie der Bergischen Uni-

versitit Gesamthochschule Wuppertal mit einem ARX 400 Spektrometer der Firma Bruker.
Die Zuordnung der NMR-Signale der 1H—NMR, 13 C-NMR, DEPT und COSY-Spektren steht

im Einklang mit veroffentlichten Daten [Gaudin, 2000].
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5.5. Software

Die folgenden Softwareprogramme wurden zur Berechnung theoretischer Struktur Geruchs-

beziehungen eingesetzt

e Hyperchem 5.01 (Hypercube, Gainesville, Florida, USA)

e  WinMoPac 97 (Mopac 97, Fujitsu, Chiba, Japan)

e RIS Explorer 3.5 (NAG, Oxford, UK)

¢ Gaussian98 (Gaussian Inc, Wallingford, Connecticut, USA)

¢ Neural Connection 2.0 (Recognition Systems Inc, SPSS Science, Erkrath, Germany)
e Unscrambler 7.5 (CAMO Computer Aided Modelling A/S, Trondheim, Norway)

e gOpenMol (CSC Scientific Computing Ltd., Espoo, Finnland)

5.6. Berechnung dreidimensionaler Molekiilmodelle mittels Hyperchem 5.0

5.6.1. Molekiildynamiksimulation in Hyperchem 5.0

Zur Berechung der energetisch giinstigsten Konformation der betreffenden Molekiile wird
zunichst eine Molekiildynamiksimulation durchgefiihrt. Diese beriicksichtigt nicht nur die
potentielle, sondern auch die kinetische Energie des Molekiils. Ausgehend von einer Startge-
ometrie wird die Bewegung des Molekiils im Vakuum bei einer Simulationstemperatur 1000
K in 0.001 ps Schritten iiber einen Zeitraum von 10 ps simuliert. Die energetisch giinstigste
Konformation aus dieser Berechnung dient als Startgeometrie fiir den nidchsten Berechnungs-

schritt.

5.6.2. Konformationssuche in Hyperchem 5.0

Der néchste Berechnungsschritt ist eine Konformationssuche nach dem Monte Carlo Prinzip.
Hierbei werden definierte Torsionswinkel nach dem Zufallsprinzip gedndert und die jeweils
erzeugte Startgeometrie dient als Ausgangspunkt fiir eine Energieminimierung. Die folgenden

Bedingungen wurden fiir die Konformationssuchen gewdbhlt.
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Setup ranges:
Number of simultaneous variations: 1-8
Range for acyclic torsion variation: 60-180°

Range for cyclic torsion flexing: 30-120°

Search Method:
Initial Conformations: Usage directed

Acceptance Energy Criterion: 6(2) kcal/mol above best

Test Options for Search:
Pre-Optimisation Checks

Skip if atoms are closer than 0.5 A
Skip if torsions within 15° of previous
Post-Optimisation Check

Discard if chiral centers change

Duplication Tests:

Consider structures to be duplicates if
Energy within 0.5 kcal/mol

RMS error within 0.25 A

Ignore hydrogens in RMS fit

Use equivalent atom orders

Random Number Seed:
Random Number Generation

From the computer's clock

Limits for Search
Termination after 100.000 iterations or 1000 optimisations

Don't keep more than 1000 conformations
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5.6.3. Kraftfeldminimierung

Die erhaltenen Molekiilkonformationen wurden einer MM+ Kraftfeldminimierung unterwor-
fen. Das Kraftfeld MM+ ist ein "all atom"-Kraftfeld fiir organische Molekiile, und stellt eine
Weiterentwicklung des MM2 Kraftfelds dar.

5.7. Berechnung von Molekiiloberflichen mittels WinMopac97

Die Berechung des elektrostatischen Potentials der Molekiiloberflidche erfolgt mit dem Soft-
wareprogramm WinMopac97. Es wird eine Conolly-Oberfliche im zweifachen van-der-
Waals Radius der jeweiligen Atome und mit einer Punktdichte von 10 Punkten pro A berech-
net. Die Berechnung des elektrostatischen Potentials an jedem dieser Oberflichenpunkte er-
folgt nach dem Orozco Luque Modell mittels der semiempirischen Methode AM1. Die nume-
rische Information wird exportiert und als Input fiir weitere statistische Berechnugen mittels
Kohonen Neural Networks und Partial Least Square Regression verwendet [Vgl. Kapitel 5.9
und 5.10].

5.8 Berechnung von Molekiiloberflichen und Riickprojektionen mit IRIS Explorer 3.5

IRIS Explorer 3.5 ist ein Softwarepaket zu Visualisierung von 3D-Grafiken, in diesem Fall
dreidimensionalen Molekiilmodellen. In der Arbeitsfliche werden verschiede Module wie zu
einer so genannten Operational Map verbunden. Jedes Modul wird iiber ein eigenes Steue-
rungsmentil kontrolliert. Die folgende Abbildung 5.1 zeigt eine Operational Map, die zur Er-
zeugung von Molekiiloberflichen dient. Abbildung 5.2 zeigt eine Operational Map, die zur
Riickprojektion von Oberflichendaten auf die Molekiiloberflache und deren graphischer Dar-

stellung dient. Es folgt eine Auflistung der Module und Ihrer Funktionen.
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5.8.1. Operational Maps

FeadFOE

O

== AtomicSurf

‘WriteGeom 0

[ =] L atToGeom (|

GenerateColormap [ (|2

BallStick

Fiender

Abbildung 5.1: Operational Map zur Erzeugung von Molekiiloberfldchen in IRIS Explorer
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Abbildung 5.2: Operational Map zur Riickprojektion von Oberflichendatenpunkten auf die
Molekiiloberfldche
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5.8.2. Verwendete Module:

AtomicSurf

Dieses Modul implementiert das QPCE (Quantum Chemistry Program Exchange #544) Pro-
gamm USURF und dient zur schnellen Generierung einer Connolly Oberfldche. Es benotigt
ein Molekiil als Eingabe und produziert eine Liste von Punkten im dreidimensionalen Raum,
welche die 16sungsmittelzugédngliche Oberfliche des Molekiils représentiert. Diese Oberfldache
wird berechnet indem eine Kugelsonde iiber das Molekiil gerollt wird. Je nach Kugelradius
ergibt sich eine mehr oder weniger detaillierte Oberfldche. Ein Kugelsondenradius von 1.5
entspricht einem Wassermolekiil. Hier wurde ein Kugelsondenradius von 0.5 gewihlt, um
eine moglichst detaillierte Oberfldche zu erhalten. Die Punktdichte wurde mit 2.7 bis 4.5 fiir
jede Studie so angepasst, dass die fiir die Weiterverarbeitung der Daten mittels Neural Con-
nection 2.0 maximale Anzahl von 5.000 Punkten fiir Referenz- und Testmolekiil nicht iiber-

schritten wird.

Ball
Dieses Modul generiert farbige Kugeln aus einer numerischen Eingabe. An jedem Koordina-
tenpunkt wird jeweils eine Kugel platziert. Die GroBe der Kugeln ist entweder eine Funktion

einer Eigenschaft and diesem Punkt oder wie hier eine Konstante.

BallStick
Dieses Modul erzeugt eine so genannte "Ball and Stick" Darstellung eines Molekiils. Bindun-
gen zylinder- und Atome kugelférmig dargestellt. Wenn der Kugelradius grofer ist als 0.5

werden keine Bindungen generiert und es resultiert ein Kalottenmodell des Molekiils.

dsCurveEx
Mit diesem Modul kénnen x,y,z-Koordinaten eines Molekiils aus einem Textfile festgelegter

Struktur.

GenerateColormap

Mittels dieses Moduls konnen die Farben fiir die graphische Darstellung bearbeitet werden.
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LatToGeom
Dieses Modul generiert eine geometrische Darstellung eines Gitters und wird in Anschluss an

das Modul AtomicSurf benutzt.

Molecule Builder

Dieses Modul kann zum Bearbeiten von Molekiilen verwendet werden. Hier dient es lediglich
zur Erzeugung einer Molekiildarstellung aus einem PDB-File, das mittels des ReadPDB Mo-
duls eingelesen und im Render Modul dargestellt wird.

ReadPDB

Render
Das Rendermodul dient zur graphischen Darstellung der berechneten dreidimensionalen Mo-
lekiilmodelle und Oberfldchen. Daten aus verschiedenen Eingabemodulen konnen in einem

Rendermodul gleichzeitig verarbeitet und dargestellt werden.

WriteGeom
Dieses Modul schreibt geometrische Daten in ein Textfile, welches die numerische Informati-

on, auf der die graphische Darstellung beruht, enthilt.

5.9. Oberflachenvergleich mittels Neural Connection 2.0

Zur Durchfiihrung einer Ahnlichkeitsstudie mittels eines neuronalen Netzwerkes nach Koho-

nen in Neural Connection 2.0 werden auf der Arbeitsflache des Programms ein Inputmodul

ein Kohonenmodul und ein Textausgabemodul ausgewéhlt und miteinander verbunden.

A 4
A 4

Input Kohonen Output

Abbildung 5.3: Anordnung der verwendeten Module in Neural Connection 2.0
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5.9.1. Vorbereitung der Eingabedaten

Der Input fiir das neuronale Netzwerk wird fiir ein Referenzmolekiil mit einer Anzahl von n
Oberflachenpunkten und einem Testmolekiil mit x Oberflachenpunkten wie folgt in einer Ex-

cel 95 Datei organisiert. Fiir jedes Molekiil wird eine separate Datei erstellt.

Single Template Approach
Zeile 1 bis n: Koordinaten des Referenzmolekiils (Leitstruktur)

Zeile n+1 bis n+x: Koordinaten des Testmolekiils

Multiple Template Approach
Zeile 1 bis x: Koordinaten der Testmolekiile

Zeilen x+1 bis x+n: Koordinaten des Referenzmolekiils (Leitstruktur)

5.9.2. Datenimport

Die Eingabedaten werden mittels des Inputmoduls importiert und folgende Bedingungen fiir

die Datenzuweisung (Data Allocation) festgelegt:

File Order: Sequential

Data Blocking: None

Data Sets:

Training: # Anzahl der Oberflichenpunkte des Referenzmolekiils
Validation: # 0

Test: # Anzahl der Oberflichenpunkte des Testmolekiils

Not used: # 0

Total: 100 %

Assignment: Random, Seed 5, Test records at end
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5.9.3. Kohonen Netzwerk:

Fiir das Kohonen Netzwerk wurden folgende Einstellungen gewihlt.

Input Layer:

Normalisation: None

Kohonen Layer:

Euclidian Distance Error Response
Dimension 19 x 19

Learning Rate 0.01-0.2

Decay 0.1

Neighbourhood Size 1.0-5.0
Neighbourhood Decay Rate 1.0
Output Function: VQ Codebook
Models: Single Model Network
Weights: Random Seed 100
Optimisation: Double Network Size every 100 data samples

Stop When: Total Epochs 10

Fiir Learning Rate und Neighbourhood Size ist eine separate Optimierung fiir jeden Datensatz

erforderlich.

Textausgabe

Data Set: Test

Column Delimiter: Spaces
Destination: Output to File
Fileformat:

Date, Record Number, Input Field und Network Output ausgewihlt.
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5.10. Vorhersage von Geruchschwellenwerten mittels Unscrambler 7.5

Die untersuchten Lactone gingen als Proben in die Berechnung einer Partial Least Square
Regression (PLS1) mittels Unscrambler 7.5 ein. Als unabhingige Variablen dienten die Bele-
gungsdichten der 361 Neuronen, die als Ausgabe der Berechnung mittels Neural Connection
erhalten wurden. Konstante Variablen, das hei3t Belegungsdichten, die fiir alle Molekiile des
Datensatzes gleich sind, wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt. Abhéngige und vor-
herzusagende Variable ist der Logarithmus des Geruchschwellenwerts. Abbildung 5.4 zeigt
zur Veranschaulichung die tabellarische Organisation der Eingabedaten. Die Validierung der
Regression erfolgte mittels Crossvalidierung. Die Anzahl der Hauptkomponenten und die
Auswabhl der wichtigsten Variablen wurde entsprechend dem Datensatz schrittweise optimiert

und ist ausfiihrlich in Kapitel 3.3.1.3-4 erldutert.

D|w|e| ¢[R:(®] SRl g 2w ko = 8 =5 A 3 |l ®|
oTv | logom fkosipirsi{ Mo [ ot [ Wz [ w3 [ oma [ ows [ ome [ owr [ we | we | mio [ w11 [ Wi
1| z [ 3 | &« | s | & [ 7= [ 8 [ o | w | mn | 2 [ 18 [ w4 | 15 [ =
ref 1| 06000 02718 1.0000[ 320000] 80000 110000 160000 100000 140000 17.0000 10.0000 10.0000 7.0000 6.0000 60000 20
012 2| 04000 03979 1.0000 400000 G.0000 150000 150000 160000 130000 160000 13.0000 140000 0000 2.0000 30000 00
11 3| 08000 9.6900e-02 1.0000 40.00 ; W0 150000 140000 80000 20000 20000 00
Regression ﬁ|
s010 4| 20000 03010 1.0000 390 S220 130000 170000 7.0000 20000 30000 00
09 5| 20000 03010 2.0000 38.00 0 160000 160000 60000 20000 30000 00
[ 8| 125000 10969 1.0000 3400 Methed & PLSTC PLS2 C PCR  MLR 0 150000 120000 11.0000 B.0000 50000 40
rdi1 7| &ooo00 17781 1.0000 3200 0 150000 130000 100000 9.0000 50000 40
: . Cancel
rd10 8| 06000 02218 20000 330q Semples | devaiables Y-vaisbles | Q 0 17.0000 130000 100000 9.0000 60000 20
rdg e | 13000 01138 20000 3300 vgisble Set Hep 0 140000 13.0000 100000 £.0000 60000 30
112 10| 08000 9BS00E-02 10000 27.00 [EEG . 0 100000 80000 7.0000 S.0000 50000 20
roil 1| 08000 8E300e-02 1.0000 26.00 0 7.0000 90000 9.0000 40000 50000 10
rgl0 1z| 125000 10963 1.0000 2600 Keep Outof Caloulatior: 0 80000 90000 80000 50000 40000 10
rg3 12| 45000 0ES32 20000 2600 Select... 0 90000 90000 S.0000 50000 40000 10
ERE 1| E0000 07781 10000 Alod L 0 120000 7.0000  7.0000 3.0000 10000 00
g1 15| 45000 0ES32 10000 37.00 - 0 120000 7.0000 7.0000 3.0000 10000 00
A0
sg10 16| 125000 1.0969 1.0000 36.00 m 0 90000 90000 G.0000 40000 10000 OO
509 17| 45000 0ES32 20000 3500 — 0 100000 90000 60000 3.0000 20000 OO
Walidation Method
" Leverage Carrection
+ Cross Yalidation
" TestSet Setp
Mumber of Components: 9 El:
I¥ Center Data
[ Add Start Moige
¥ lssue Wamings M
& >
For Help, press F1 Value: 32,0000 |Size; 17 x 364 R G0
2 > L

77 Start [0 Kapitels Experiment=l... gl The DE Q') o) T EY i

Abbildung 5.4: Dateneingabe in Unscrambler 7.5 zur Durchfithrung einer Partial Least

Square Regression.
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5.11. Synthesen und Analysendaten

5.11.1. 3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2 (3H)-benzofuranon (1a-h)

Die Synthese der acht Stereoisomeren (la-h) des 3,6-Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2 (3H)-
benzofuranon erfolgte fiir die Stereoisomere 1a, 1c¢, 1e und 1g nach dem in Abbildung 5.4
dargestellten Syntheseschema und den Arbeitsvorschriften A1 bis A7 nach Guth [Guth,
1996]. Die Synthese der Stereoisomeren 1b, 1d, 1f und 1h erfolgte analog hierzu ausgehend
von S-Limonen statt R-Limonen. Spezifische Anaylsendaten (Retentionsindizes an DB5 und
FFAP, Massen- und NMR-Spektren) stimmen weitestgehend iiberein mit den nach Guth
[Guth, 1996] veroffentlichten Daten.

1a 1c
t-BUOOH/
PDC/Benzol
é 9-BBN/THF é é PDC/DMF é é MeOH/H+ é é
/\CH oH" CH,0H /\COOH " CooH /\COCH \\\\\ ~COOCH,
R-Limonen
t-BUOOH/
PDC/Benzol
NaBH,/CaCly
DCC NaOH/H,0 i- Pfopaﬂol
Uit < CooH"" ~COOH /\COCH;“ COOCH, /\COCH \\\\\ ~co0CH,
1e 19

Abbildung 5.5: Reaktionsschema zur enantioselektiven Synthese der bicyclischen Lactone

1a, 1c, 1le und 1g.
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5.11.2. 3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-benzofuranon (2a;.,-2h;.,)

Die Synthese der 16 Stereoisomere des 3,6-Dimethyl-3a,4,5,6,7a-hexahydro-2(3H)-
benzofuranon (2a;.,-2h;.,) erfolgt gemall Abbildung 5.5 sowie Arbeitsvorschrift A 8 durch
Rhodiumkatalysierte Hydrierung ihrer ungesittigten Analoga und anschlieende Aufreini-

gung mittels HPLC. Es folgt eine Zusammenstellung ihrer spezifischen Analysendaten.

% Rhodium/H,

@)

0 0 ~ 0
at N
1a 2al 2a2

Abbildung 5.6 Rhodiumkatalysierte Hydrierung von Weinlacton 1a.

5.11.3. Stereoisomere 2al und 2b2

73 2

Abbildung 5.7: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel Lacton 2al

Retentionsindizes
RI (DB-FFAP) 2al1/2b2 2118
RI (BGB 174) 2al: 1710; 2b2: 1730

RI (Lipodex E) 2al: 1864; 2b2: 1852

MS (EI) von 2a1/2b2

m/z (%) 168 (0,3); 167 (1); 124 (1); 109 (27); 83 (6); 96 (23); 95 (100); 93 (5);
83 (6); 82 (38); 81 (58); 79 (9); 69 (27); 68 (37); 67 (56); 56 (4); 55
(25); 54 (6); 53 (10)
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"H-NMR (400,13 MHz; 2al in CD,Cl, [ppm])

0 [ppm] 0,92 (d, 3H, CH3-C(6), J = 6,5 Hz, nicht aufgelost von H-C(5)); 1,24 (d, 3H,
CH3-C(3), J = 7,6 Hz); 1,27 (m, H-C(4) und H-C(7)); 1,80 (m, H-C(6), H'-
C4), H-C(5)); 1,95 (m, 1H, H-C(3a)); 2,16 (m, 1H, H'-C(7)); 2,34 (q, 1H, H-
C(3)); 4,65 (m, 1H, H-C(7a))

"H-NMR (400,13 MHz; 2al in D,O [ppm])

S [ppm] 0,88 (d, 3H, CH;-C(6), J = 6,6 Hz) 0,95 (m, 1H, H-C(5)); 1,14 (m, 1H, H-
C(4)); 1,24 (d, 3H, CHs-C(3), J = 7,6 Hz); 1,34 (m, 1H, H-C(7)); 1,54 (m, H-
C(6), H-C(4), H-C(5)); 1,82 (m, 1H, (H-C(3a)); 2,08 (m, 1H, H-C(7)); 2,46
(g, 1H, H-C(3)); 4,89 (m, 1H, H-C(7a))

3C-NMR und DEPT(400,13 MHz; 2al in CD,Cl, [ppm])
8 [ppm] 13,98 (CH3-C(3)); 21,28 (CH3-C(6)) 26,18 (C(6)); 27,34 (C(4)); 31,65 (C(5));

35,99 (C(7)); 41,33 (C(3a)); 44,11 (C(3)); 77,44 (O-C(7a)); 182 (C(2)=0)

TH-COSY (400,13 MHz, 2al in CD,Cl, [ppm])

'y

L] a f= .
-5
(]
ppm
I T T T T
m

Abbildung 5.8: '"H-cOSY Spektrum von Lacton 2al in CD,Cl,
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5.11.4 Stereoisomere 2a2 und 2b1

S

Abbildung 5.9: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2a2

Retentionsindizes
RI (DB-FFAP) 2a2/2b1 2171
RI (BGB 174) 2a2: 1772; 2bl: 1767

RI (Lipodex E) 2a2: 1965; 2bl: 1965

MS (EI) von 2a2/2b1
m/z (%) 168 (0,1); 124 (4); 109 (22); 96 (10); 95 (44); 93 (4); 83 (6); 82 (27); 81 (100);
80 (12); 79 (11); 69 (21); 68 (29); 67 (70); 56 (7); 55 (36); 54 (9); 53 (20)

"H-NMR (400,13 MHz; 2a2 in CD,Cl, [ppm])

d [ppm] 0,88 (m, 2H, H-C(5) und H-C(7)); 0,94 (d, 3H, CH3-C(6), J = 6,5 Hz); 1,16 (d,
3H, CH3-C(3), J = 6,8 Hz); 1,38 (m, 1H, H-C(6)); 1,50 (s, H,O); 1,54 (m, 1H,
H'-C(5)); 1,66 (m, 1H, H-C(4)); 1,84 (m, 1H, H-C(4)); 2,04 (m, 1H, H'-C(7));
2,19 (m, 1H, H-C(3a)); 2,44 (m, 1H, H-C(3), J = 6,8 Hz); 4,45 (m, 1H, H-
C(7a))

3C.NMR und DEPT (400,13 MHz; 2a2 in CD,Cl; [ppm])
0 [ppm] 13,36 (CH3-C(3)); 22,12 (CH;3-C(6)); 24,36 (C(4)); 28,97 (C(5)); 29,81 (C(6));
35,56 (C(3)); 38,13 (C(7)); 42,11 (C(3a)); 77,72 (O-C(7a)); 179,67 (C(2)=0)



5. Experimenteller Teil 145

"H-COSY (400,13 MHz, 2a2 in CD,Cl; [ppm])

=
aD 0
@ sror 100.1342400 Wiz
: ‘ = -
s ¢ W ) 0.0003600 sec
- & g
g
&
o = A
ppm FAPHI 0.657 pom
S - - I FIHT 262.72 W
ppm 4 < § 2 1 FAPPMCH. 0.26735 pom/ca
Abbil 5.10: ' k 2a2 i 1
bbildung 5.10: 'H-COSY Spektrum von Lacton 2a2 in CD,Cl,
CH-Korrelation (400,13 MHz, 2a2 in CD,Cl
orrelation , z, 2a2 in CD,Cl; [ppm])
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Abbildung 5.11: CH-Korrelationsspektrum von 2a2 in CD,Cl,
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5.11.5. Stereoisomere 2¢1 und 2d2

S

Abbildung 5.12: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2¢1

Retentionsindizes
RI (DB-FFAP) 2¢1/2d2 2168
RI (BGB 174) 2cl: 1696; 2d2: 1709

RI (Lipodex E) 2cl: 1877; 2d2: 1853
MS (EI) von 2¢1/2d2

m/z (%) 168 (<0,1); 124 (7); 109 (15); 96 (17); 95 (92); 93 (6); 83 (6); 82 (47); 81 (51);
79 (10); 69 (32); 68 (67); 67 (100); 56 (9); 55 (50); 54 (12); 53 (21)

5.11.6. Stereoisomere 2¢2 und 2d1

RIS

Abbildung 5.13: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2¢2

Retentionsindizes
RI (DB-FFAP) 2¢2/2d1 2219
RI (BGB 174) 2¢2:  1738; 2d1: 1731

RI (Lipodex E) 2¢2:  1911; 2d1: 1908

MS (EI) von 2¢2/2d1:
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m/z (%) 168 (<0,1); 167 (<0,1); 124 (9); 109 (21); 96 (23); 95 (100); 93 (7); 83 (7); 82
(36); 81 (53); 79 (16); 69 (22); 68 (39); 67 (84); 56 (8); 55 (49); 54 (14); 53
(28)

5.11.7. Stereoisomere 2el und 2f2

-/
VAN

Abbildung 5.14: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2el

Retentionsindizes
RI (DB-FFAP) 2el1/212 2104
RI (BGB 174) 2el: 1723; 2f2: 1725

RI (Lipodex E) 2el:  1874; 2f2: 1875

MS (EI) von 2el und 212

m/z (%) 168 (<0,1); 167 (<0,2); 124 (1); 109 (10); 96 (3); 95 (16); 93 (2); 83 (3); 82
(21); 81 (100); 80 (11); 79 (7); 69 (18); 68 (29); 67 (69); 56 (4); 55 (26); 54
(6); 53 (11)

"H-NMR (400,13 MHz; 2el in CD,Cl, [ppm])

S [ppm] 1,01 (d, 3H, CH3-C(6), J = 6,6 Hz); 1,17 (d, 3H, CH3-C(3), J = 6,9 Hz); 1,19
(d, 1H, H-C(5), J = 11,4); 1,23 (d, 1H, H-C(7), J = 3,5 Hz); 1,26 (d, 1H, H-
C(4), J = 3,0 Hz); 1,44 (m, 1H, H-C(3a)); 1,50 (s, H,0); 1,62 (m, 1H, H'-C(5);
1,80 (dd, 1H, H-C(6)); 2,21 (m, 2 x 1H, H-C(3), H'-C(7), nicht aufgeldst); 3,73
(m; 1H (7a))
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3C-NMR und DEPT (400,13 MHz; 2el in CD,Cl, [ppm])
8 [ppm] 12,64 (CH3-C(3)); 22,11 (CH3-C(6)); 26,97 (C(4)); 31,79 (C(6)); 34,56 (C(5));
38,69 (C(7)); 41,67 (C(3)); 51,81 (C(3a)); 82,71 (0-C(7a)); 179,62 (C(2)=0)

'"H-COSY (400,13 MHz, 2el in CD,Cl, [ppm]
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Abbildung 5.15: '"H-cOSY Spektrum von Lacton 2el in CD,Cl,
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5.11.8. Stereoisomere 2¢e2 und 2f1

S

Abbildung 5.16: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2e2

Retentionsindizes
RI (DB-FFAP) 2e2/2f1 2150
RI (BGB 174) 2e2: 1748; 2f1: 1734

RI (Lipodex E) 2e2:  1922; 2f1: 1922

MS (EI) von 2e2/2f1
m/z (%) 168 (<0,1); 124 (1); 109 (6); 96 (3); 95 (14); 93 (1); 83 (4); 92 (19); 81 (100);
80 (10); 79 (8); 69 (18); 68 (31); 67 (67); 56 (5); 55 (30); 54 (6); 53 (11)

"H-NMR (400,13 MHz; 2¢2 in CD,Cl, [ppm])

S [ppm] 1,07 (d, 3H, CH3-C(6), J = 7,5 Hz); 1,18 (d, 3H, CH3-C(3), J = 7,0 Hz); 1,20
(d, 1H, H-C4), J = 6,9); 1,43 (m, H-C(3a), iiberlappt mit H,O-Signal); 1,50 (s,
H,0); 1,61 (m, 1H, H-C(5); J = 4,0 Hz); 1,66 (d, 1H; J = 5,2 Hz); 1,69 (d, 1H, J
= 5,3 Hz); 1,78 (m, 1H, H-C(4)); 2,03 (dd, 1H, H-C(7), J = 11,2Hz); 2,26 (m,
2H, H-C(6) und H-C(3), J = 6,5); 3,96 (m, 1H, H-C(7a))

5.11.9. Stereoisomere 2g1 und 2h2

S

Abbildung 5.17: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2g1

Retentionsindizes
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RI (DB-FFAP) 2g1/2h2 2212
RI (BGB 174) 2g1: 1825; 2h2: n.n.
RI (Lipodex E) 2g1l: 1967; 2h2: n.n.

MS (EI) von 2g1/2h2

m/z (%) 168 (<0,1); 110 (5); 109 (9); 96 (11); 95 (23); 83 (7); 82 (16); 81 (100); 80 (9);
73 (16); 72 (12); 69 (23); 68 (37); 67 (74); 59 (32); 58 (15); 56 (5); 55 (33); 54
(4); 53 9)

5.11.10 Stereoisomere 2g2 und 2h1

ISR\

Abbildung 5.18: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2g2

Retentionsindizes
RI (DB-FFAP) 2g2/2h1 2182
RI (BGB 174) 2g2: 1844; 2hl: n.n.

RI (Lipodex E) 2g2: 1974; 2hl: n.n.

MS (EI) von 2g2/2h1

m/z (%) 168 (<0,1); 124 (4); 109 (11); 96 (4); 95 (20); 89 (12); 83 (5); 82 (25); 81
(100); 80 (14); 79 (8); 73 (10); 69 (339; 68 (29); 67 (56); 59 (6); 58 (9); 56 (6);
55 (24); 54 (6); 53 (9)
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5.11.11. Bicyclen 3a und 3b

Abbildung 5.19: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 3a

Retentionsindizes:

RI (DB-FFAP) 3a/b 2161

MS (EI) von 3a/b
(m/z) % 166 (3), 122 (13), 107 (26), 105 (5), 94 (20), 93 (100), 91 (43), 81 (7), 80 (12),
79 (38), 77 (28), 68 (4), 67 (7), 65 (14), 55 (14), 54 (6), 53 (14)

"H-NMR (400,13 MHz; 3b in CD,Cl, [ppm])

S [ppm] 1,36 (d, 3H, CH3-C(3), J = 7,6 Hz); 1,82 (m, 1H, H-C(7)); 1,83 (m, 3H, CHs-
C(6)); 2,08 (m, 1H, H-C(4)); 2,13 (m, 1H, H'-C(4)); 2,23 (m, 1H, H-C(7));
2,35 (m, 1H, H-C(3), J = 7,6 Hz); 2,38 (m, 1H, H-C(3a)); 4,50 (m, 1H, H-
C(6a)); 5,57 (m, 1H, H-C(5))

3C.NMR und DEPT (400,13 MHz; 3b in CD,Cl, [ppm])

O [ppm] 15,37 (CH3-C(3)); 20,55 (C-C(3)); 27,01 (CH,, Verunreinigung); 31,42 (CHo,
Verunreinigung); 32,10 (CH3-C(6)); 34,03 (C(7)); 42,25 (C(3a)); 65,95 (C(4));
75,26 (O-C(6a)); 123,83 (C(5)); 134,56 (C(6)); 175,75 (C(2)=0)
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"H-COSY (400,13 MHz, 3b in CD,Cl, [ppm])

e

o ° r
o w| s
— L N ppm
T T ! T T

Abbildung 5.20: '"H-cOSY Spektrum von Lacton 3b in CD,Cl,

5.11.11. Bicyclen 3¢ und d

3c

Abbildung 5.21: Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 3¢

Retentionsindizes:

RI (DB-FFAP) 3c/d 2175

MS (EI) von 3c/d
(m/z) % 166 (5), 122 (14), 107 (25), 94 (21), 93 (100), 92 (19), 91 (18), 81 (5), 80 (14),
79 (34), 77 (29), 67 (29), 66 (4), 65 (10), 55 (10), 54 (4), 53 (15)
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"H-NMR (400,13 MHz; 3d in CD,Cl, [ppm])

d [ppm] 1,20 (d, 3H, CH3-C(3), J = 7,2 Hz); 1,80 (s, 3H, CH3-C(6) und H-C(4)); 2,05
(m, 1H, H-C(7)); 2,22 (m, 1H, H-C(3a)); 2,30 (m, 1H, H-C(4)); 2,32 (m, 1H,
H'-C(7)); 2,74 (m, 1H, H-C(3), J = 7,0 Hz); 4,46 (m, 1H, H-C(6a)); 5,51 (m,
1H, H-C(5))

3C-NMR und DEPT (400,13 MHz; 3d in CD,Cl, [ppm])

8 [ppm] 15,38 (CHs-C(3)); 21,19 (C(3a)); 30,39 (CHs-C(6)); 30,55 (C(7)); 39,51
(C(3)); 65,95 (C(4)); 75,26 (0-C(6a)); 123,01 (C(5)); 135,39 (C(6)); 176,10
(C(2)=0)

"H-COSY (400,13 MHz, 3d in CD,Cl, [ppm])
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Abbildung 5.22: '"H-cOSY Spektrum von Lacton 3d in CD,Cl,
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Softwareprogramm Almond

[2] www.tripos.com/data/SYBYL/ALMOND_productsheet_072505.pdf

[3] www.moldiscovery.com/soft_almond.php

Hauptkomponentenanalyse (PCA) und Partial Least Square Regression (PLS)

[4] http://de.wikipedia.org/wiki/Hauptkomponentenanalyse

[5] http://vs.fernuni-hagen.de/Lernstats/LS/glossar/Hauptkomponentenanalyse.html
[6] http://csnet.otago.ac.nz/cosc453/student_tutorials/principal_components.pdf

[7] www.utdallas.edu/~herve/Abdi-PLS-pretty.pdf
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

c-AMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CoMFA Comparative Molecular Field Analysis
CoMSIA Comparative Molecular Similarity Indices Analysis

FID Flammenionisationsdetektor

GC Gaschromatographie

HPLC Hochleistungsfliissigchromatographie
IP; Inositoltriphosphat

MS Massenspektrometrie

MU Gas Make up Gas

NMR Kernresonanzspektrometrie

NN Neuronales Netzwerk

KNN Kohonen Neuronales Netzwerk

uv Utraviolett

VNO Vomeronasalorgan

OBP Odorant Binding Proteins

PBP Pheromone Bonding Proteins

PC Principal Component, Hauptkomponente
PCA Principal Component Analysis, Hauptkomponentenanalyse
PLS Partial Least Square Regression

QSAR Quantitative Structure Activity Relationships
RI Retentionsindex

RMS error Root Mean Square Error
Tab Tabelle
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7.2 Tabellenverzeichnis

Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion

Tab 3.1 Konformationsanalyse der Lactone 1a, 2al und 2a2 mittels 'H-NMR und Mo-
lecular Modelling Methoden.

Tab 3.2 Geruchschwellenwerte bicyclischer Lactone

Tab 3.3 Geruchschwellenwerte monocyclischer Lactone

Tab 3.4 Neuronen mit einen x-Loading Betrag grofler als 0,1 auf der ersten Hauptkom-
ponente

Tab 3.5 Vorhersage der Geruchschwellenwerte geméll Vorhersagemodell K2

Tab 3.6 Datensatz zur Untersuchung von Struktur-Geruchsbeziehungen monocyclischer

Lactone der Geruchsqualitit pfirsich.

Tab 3.7 Konformationssuche fiir R-6-Dodecalacton mittels HyperChem5.0 /
Chemplus1.0

Tab 3.8 Konformationssuche fiir R-y-Dodecalacton mittels HyperChem5.0 /
Chemplus1.0

Tab 3.9 Vorhersage der Geruchschwellenwerte geméll Vorhersagemodell D3

Tab 3.10 Vorhersage der Geruchschwellenwerte geméll Vorhersagemodell N3

Kapitel 5 Experimenteller Teil

Tab 5.1 Monocyclische Lactone der Geruchsqualitéit kokosnussartig und pfirsichartig
Tab 5.2 Ungesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitidt kokosnussartig (1a-h)
Tab 5.3 Gesiittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitit kokosnussartig (2a;3.2-2d;.2)
Tab 5.4 Gesiittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitit kokosnussartig (2e4.2-2hy.2)

Tab 5.5 Weitere bicyclische Lactone unterschiedlicher Geruchsqualitit (3a-d,4a-b,5-8)
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7.3 Abbildungsverzeichnis

Kapitel 2 Theorieteil

Abb 2.1 Gesamtsystem Lebensmittel-Aromastoff-Geruchsinn

Abb 2.2 Epimere A und B von 13,20-Diepoxy-14,15,16-trisnor-labdan C;sH3003

Abb 2.3 Hauptweg der Signaliibertragung iiber cyclisches Adenosinmonophospat
(c-AMP) als second messenger

Abb 2.4 Nebenweg der Signaliibertragung mit Inositoltriphosphat (IP3)
als second messenger

Abb 2.5 Aufbau eines kiinstlichen Neurons N mit Eingangsignalen s; bis s3, Gewichten

wi bis w3, Transferfunktion f und Ausgabesignal out.

Abb 2.6 Typische Anordnungen von Neuronen in Kohonen Netzwerken
Abb 2.7 Torusartige Ausrichtung eines zweidimensionalen rechteckigen Neuronalen
Netzwerkes

Abb 2.8 Beispiel fiir ein Output Activity Map fiir einen Eingabevektor

Abb 2.9 Belegungsdichtemap fiir einen kompletten Satz von Eingabevektoren
Abb 2.10 Beispiel fiir eine Kohonen Feature Map

Abb 2.11 Projektion einer Molekiiloberfliche auf ein Kohonen Netz

Abb 2.12 Single Template Approach

Abb 2.13 Multiple Template Approach

Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion

Abb 3.1 Modellverbindungen. Monocyclische Lactone der Geruchsqualitit kokosartig
und pfirsichartig

Abb 3.2 Modellverbindungen. Ungesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitét
koskosartig

Abb 3.3 Modellverbindungen. Gesittigte bicyclische Lactone der Geruchsqualitit
kokosartig

Abb 3.4 Modellverbindungen. Weitere bicylische Lactone unterschiedlicher Geruchs-

qualitit
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Abb 3.5a

Abb 3.5b

Abb 3.6

Abb 3.7

Abb 3.8

Abb 3.9

Abb 3.10

Abb 3.11
Abb 3.12

Abb 3.13

Abb 3.14

Abb 3.15

Abb 3.16

Abb 3.17

Abb 3.18

Reaktionsschema fiir die enantioselektive Synthese der bicyclischen Lactone
la, 1c, 1e und 1g nach Guth (1996)

Reaktionsschema fiir die enantioselektive Synthese der bicyclischen Lactone
1b, 1d, 1f und 1h nach Guth (1996)

Selektive  Hydrierung von 3,6  Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-
benzofuranon 1a-h zu Dimethylhexahydrobenzofuranon (2a;_,-2h;.,)

Synthese von Dehydromintlacton 5

Synthese der bicyclischen Lactone 7 und 8

Synthese der bicyclischen Lactone 3a-3d

Abhiingigkeit der Kopplungskonstante *J33, (Hz) bei bicyclischen Lactonen
vom Diederwinkel

Bevorzugte Konformationen der Lactone 2al und 2a2

Energetisch giinstigste Konformation lal von (3aS, 3S, 7aR) 3,6 Dimethyl-
3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (Weinlacton) in zwei Perspektiven.
MEP auf der Conolly Oberfliche fiir (3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-
hexahydro-benzofuran-2-on (2al).

Kohonen Feature Maps fiir einen Single Template Approach mit (3S, 3aS, 6R,
7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Referenzmolekiil
Kohonen Belegungsdichtemaps fiir einen Single Template Approach mit (3S,
3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Referenz-
molekiil.

Differenzspektrum der Neuronenbelegungsdichte fiir (3aR, 3R, 7aS) 3,6 Dime-
thyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon (1b1) im Vergleich zum Refe-
renzmolekiil (3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on
(2al).

Riickprojektion der Datenpunkte des Neurons Nr. 189 von (3aR, 3R, 7aS) 3,6
Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon 1b1 (tiirkise Farbkodie-
rung und 385, 3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on 2al (ro-
te Farbkodierung) auf die Oberfliche des Referenzmolekiils 2al (weille Farb-
kodierung)

Uberlagerung der bicyclischen Lactone 1al, 1a2, 2al und 2al als Leitstruktur

mit niedrigstem Geruchschwellenwert
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Abb 3.19

Abb 3.20

Abb 3.21

Abb 3.22

Abb 3.23

Abb 3.24

Abb 3.25

Abb 3.26

Abb 3.27

Abb 3.28

Abb 3.29

Abb 3.30

Graphische Darstellung einer Conolly Oberfliche iiber der Referenzstruktur
aus den vier Bicyclen 1al, 1a2, 2al und 2a2, generiert mittels IRIS Explorer
3.5

Belegungsdichte Map fiir die chemische Leitstruktur aus den 4 bicyclischen
Lactonen 1al, 1a2, 2al und 2a2

Viertelung der Kohonen Map zur Riickprojektion und Identifizierung der mo-
lekularen Bereiche auf der zweidimensionalen Karte

Riickprojektion der Datenpunkte, die in den Neuronen 0-8, 19-26, 38-47, 57-
66,95-104, 114-123, 133-142,152-161 und 171-180 enthalten sind, auf die mo-
lekulare Oberfldche des Referenzmolekiils

Riickprojektion der den Neuronen 10-18, 29-37, 48-56, 67-75, 86-94, 105-113,
124-132, 143-151, 162-170, 181-189 zugeordneten Datenpunkte auf die Ober-
fliche des Referenzmolekiils

Riickprojektion der den Neuronen 190-199, 209-218, 228-237, 247-256, 266-
275, 285-294, 304-313, 323-332 und 342 bis351 zugeordneten Datenpunkte
auf die Oberfldche des Referenzmolekiils

Riickprojektion der den Neuronen 200-208, 219-227, 238-246, 257-265, 276-
284, 295-303, 314-322, 333-341 und 352-360 zugeordneten Datenpunkte auf
die Oberfldche des Referenzmolekiils

Riickprojektion der vier Teilbereiche aus Kohonen Map (Abbildung 3.21) auf
die Oberfldache des Referenzmolekiils

Belegungsdichte Map nach Kohonen fiir die Leitstruktur aus den 4 bicycli-
schen Lactonen 1al, 1a2, 2al und 2a2

Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlte Lactone des Datensatzes

Uberlagerung der Stereoisomeren lal (tiirkis) und 1b1 (weif3) von 3a,4,5,7a-
Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon sowie R-0-Decalacton RD10
(rot) anhand ihrer Lactonfunktion zur Lokalisierung ungenutzter Bereiche auf
den Kohonen Maps

Uberlagerung der Stereoisomeren lal (tiirkis) und 1b1 (weil) von 3a,4,5,7a-
Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon ihrer Lactonfunktion und Riick-
projektion der in den in Abbildung 3.21 tiirkis markierten Neuronen enthalte-

nen Daten auf die molekulare Oberfliche.
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Abb 3.31

Abb 3.32

Abb 3.33

Abb 3.34

Abb 3.35

Abb 3.36

Abb 3.37

Abb 3.38

Abb 3.39

Abb 3.40

Abb 3.41

Abb 3.42

Abb 3.43

Uberlagerung der Stereoisomeren lal (tiirkis) von 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-
dimethyl-2(3H)-benzofuranon und R-8-Decalacton RD10 anhand ihrer Lacton-
funktion und Riickprojektion der in den in Abbildung 3.21 tiirkis markierten
Neuronen enthaltenen Daten auf die molekulare Oberfliche.
Neuronenbelegungsdichtedifferenz fiir das Testmolekiil 1b1 im Vergleich zur
Leitstruktur (Uberlagerung von 1al, 1a2, 2al und 2a2) zur Identifizierung von
Bereichen maximaler Differenz

Neuronenbelegungsdichtedifferenz fiir das Testmolekiil R-0-Decalacton RD10
im Vergleich zur Leitstruktur (Uberlagerung von lal, 1a2, 2al und 2a2) zur
Identifizierung von Bereichen maximaler Differenz

Lokalisierung der Neuronen mit maximaler Belegungsdichtedifferenz auf der
Kohonen Map sowie auf der Molekiiloberfldache fiir das Testmolekiil 1b1 im
Vergleich zur Leitstruktur (Uberlagerung aus 2al, 2a2, 1al, 1a2)
Lokalisierung der Neuronen mit maximaler Belegungsdichtedifferenz auf der
Kohonen Map sowie auf der Molekiiloberfliche fiir das Testmolekiil R-6-
Decalacton RD10 im Vergleich zur Leitstruktur (2al, 2a2,1al, 1a2)

Sample Scores fiir mono- und bicyclische Lactone auf der ersten Hauptkompo-
nente (PC1) in Vorhersagemodell 2

Sample Scores fiir mono- und bicyclische Lactone auf der zweiten Hauptkom-
ponente (PC2) in Vorhersagemodell 2

x-Loading Weights fiir 361 Variablen (Neuron 0-360) auf der ersten Haupt-
komponente nach Vorhersagemodell 2, Unscrambler 7.5.

Lokalisierung der wichtigsten Variablen (Neuronen) auf der Kohonen Map.
Neuronen mit x-Loading Weights grofer als £ 0,1 sind farbig markiert.
Lokalisierung der wichtigsten Variablen (Neuronen) auf der Kohonen Map.
Riickprojektion der in den Neuronen 342-360 enthaltenen Oberflichendaten-
punkte auf die molekulare Oberfldache des Leitstruktur aus 1al, 1a2, 2al und
2a2.

Lokalisierung der in den Neuronen 342-360 enthaltenen Oberfldchendaten-
punkte auf die molekulare Oberfldache des Referenzmolekiils (hellblau), des ge-
ruchlosen bicyclischen Lactons 1b1 (wei3) und R-8-Decalacton (rot)

Olfaktophorhypothese fiir kokosnussartigen Geruch
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Abb 3.44 Uberlagerung von S-8-Dodecalacton und R-y-Dodecalacton als Leitstruktur fiir
den nichtdynamischen Ansatz (Uberlagerung der energetisch giinstigsten Kon-
formation)

Abb 3.45 Uberlagerung mehrerer Konformere von S-8-Dodecalacton und R-y-
Dodecalacton als Leitstruktur fiir den dynamischen Ansatz

Abb 3.46 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die Leitstruktur des nichtdynami-
scher Ansatzes

Abb 3.47 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die Leitstrukturen des dynamischen
Ansatz

Abb 3.48 Sample Scores auf PC1 und PC2 fiir 16 Lactone nach Vorhersagemodell D1,

Diskriminierung der Lactone einsprechend ihrer Ringkonfiguration (y, 9, R, S)
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Kapitel 5 Experimenteller Teil

Abb 5.1 Operational Map zur Erzeugung von Molekiiloberfldachen in IRIS Explorer

Abb 5.2 Operational Map zur Riickprojektion von Oberflichendatenpunkten auf die
Molekiiloberflidche in IRIS Explorer

Abb 5.3 Anordnung der verwendeten Module in Neural Connection 2.0

Abb 5.4 Dateneingabe in Unscrambler 7.5 zur Durchfiihrung einer Partial Least Square
Regression

Abb 5.5 Reaktionsschema zur enantioselektiven Synthese der bicyclischen Lactone 1a,
1c,leund 1g

Abb 5.6 Rhodiumkatalysierte Hydrierung von Weinlacton 1a

Abb 5.7 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2al

Abb 5.8 'H-COSY Spektrum von Lacton 2al in CD,Cl,

Abb 5.9 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2a2

Abb 5.10 '"H-coSsY Spektrum von Lacton 2a2 in CD,Cl,

Abb 5.11 CH-Korrelationsspektrum von Lacton 2a2 in CD,Cl,

Abb 5.12 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2¢1

Abb 5.13 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2¢2

Abb 5.14 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2el

Abb 5.15 '"H-coSsY Spektrum von Lacton 2el in CD,Cl,

Abb 5.16 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2e2

Abb 5.17 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2g1

Abb 5.18 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 2g2

Abb 5.19 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 3a

Abb 5.20 '"H-cOSsY Spektrum von Lacton 3b in CD,Cl,

Abb. 5.21 Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Lacton 3¢

Abb 5.22 '"H-coSsY Spektrum von Lacton 3d in CD,Cl,
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Anhang Arbeitsvorschriften

Abb Al.1 Regioselektive Hydroborierung von R-Limonen zu (2RS)-2-[(1R)-4-
Methylcyclohex-3-enyl]propanol

Abb A2.1 Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propanol zu 2-[4-Methylcyclohex-
3-enyl]propansiure

Abb A3.1 Direkte Lactonbildung aus 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl|propanséure zu 3,6
Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon

Abb A4.1 Veresterung von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansiure zu 2-[4-
Methylcyclohex-3-enyl]propansduremethylester

Abb AS.1 Allylische Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]-
propansiduremethylester zu 2-[4-Methyl-2-oxo-cyclohex-3-enyl]-
propansduremethylester

Abb Aé6.1 Herstellung von 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl|propansédure aus
durch selektive Reduktion der ringstindigen Ketofunktion und anschlieBende
Esterhydrolyse

Abb A7.1 Cyclisierung von 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl]propansédure zu 3,6
Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon mit N,N-Dicyclohexyl-
carbodiimid (DCC)

Abb A8.1 Rhodiumkatalysierte, selektive Hydrierung der ungesittigten bicyclischen Lac-

tone 1a-h
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Anhang Kohonen Maps

Abb 7.1 Kohonen Feature Maps fiir einen Single Template Approach mit
(3S,3aS,6R,7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Referenz-
molekiil.

Abb 7.2 Kohonen Belegungsdichtemaps fiir einen Single Template Approach mit
(3S,3aS,6R,7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Refe-

renzmolekiil.

Abb 7.3 Belegungsdichte Map nach Kohonen fiir die Leitstruktur aus den 4 bicycli-
schen Lactonen 1lal, 1a2, 2al und 2a2 und Farbkodierungsskala fiir Abbil-
dungen 7.3 -7.8

Abb 7.4 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlter Konformere der cis-
konfigurierten Stereoisomere von 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-
benzofuranon.

Abb 7.5 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlter Konformere der trans-
konfigurierten Stereoisomere von 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-
benzofuranon.

Abb 7.6 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die 8 cis-konfigurierten Stereoisome-
re von 3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon.

Abb 7.7 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die 8 trans-konfigurierten Stereoiso-
mere von 3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon.

Abb 7.8 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlte Konformere weiterer
bicyclischer Lactone.

Abb 7.9 Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlte Konformere weiterer
bicyclischer Lactone.

Abb 7.10 Belegungsdichte Maps nach Kohonen monocyclische Lactone der Geruchsqua-

litdt kokosartig.
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Abb 7.11

Abb 7.12

Abb 7.13

Abb 7.14

Abb 7.15

Abb 7.16

Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die nichtdynamische Leitstruktur aus
S-8-Dodeca- und R-y-Dodecalacton.

Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische 8-Lactone des nicht-
dynamischen Ansatzes

Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische y-Lactone aus dem

nichtdynamischen Ansatz

Belegungsdichte Maps nach Kohonen die dynamische Leitstruktur aus S-0-
Dodecalacton und R-y-Dodecalacton.

Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische d-Lactone, dynami-
scher Ansatz

Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische y-Lactone, dynami-

scher Ansatz.
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7.4. Arbeitsvorschriften zu den durchgefiihrten Synthesen

Arbeitsvorschrift Al: Regioselektive Hydroborierung von Limonen mit

9-Borabicyclononan

Die regioselektive Hydroborierung von (+)-(4R)-Limonen zu (2RS)-2-[(1R)-4-
Methylcyclohex-3-enyl]propanol erfolgt mittels einer Losung von 9-Borabicyclo[3.3.1]nonan
in Tetrahydrofuran nach Guth [Guth, 1996] bzw. Brown et al. [Brown, 1974] entsprechend
dem in Abbildung Al.1 dargestellten Reaktionsschema. Hydroborierung von (-)-(4S)-
Limonen liefert das entsprechende Analog (2RS)-2-[(1S)-4-Methylcyclohex-3-enyl]propanol.

[THF] EtOH, NaOH, H,0, é é

/\CH ,OH " CH,OH

(+)-4R-Limonen 9-BBN Borankomplex (2RS)-2-[(1R)-4-Methylcyclohex-3-enyl]propanol
Abbildung A1.1: Regioselektive Hydroborierung von R-Limonen zu (2RS)-2-[(1R)-4-
Methylcyclohex-3-enyl]propanol.

Arbeitsvorschrift:

Zur Hydroborierung von Limonen werden 50 ml einer 0.5 m Losung von 9-
Borabicyclo[3.3.1]nonan in THF (entsprechend 0.025 mol 9-BBN) in einen 250 ml Dreihals-
kolben vorgelegt. 3,4 g R-Limonen werden in 20 ml THF gelost und zugegeben. Die Mi-
schung wird mindestens 2 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt, Riihren iiber Nacht er-
hoht die Ausbeute erheblich.

Zur Hydrolyse des Borankomplexes werden nacheinander 15 ml Ethanol, 5 ml 6 m NaOH
und 10 ml 30% H,0O, zugegeben und die Mischung fiir 1 Stunde auf 50°C erwidrmt. Der Reak-
tionsansatz wird auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit Natriumcarbonat Na,COs gesittigt, und
nach Zugabe von 100 ml Wasser wird dreimal mit je 100 ml Diethylether extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat NaSO,4 getrocknet und das Losungs-
mittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt bleibt als 1:1 Mischung der entspre-

chenden Diastereomeren in mind. 65%iger Ausbeute zuriick.
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Arbeitsvorschrift A2: Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propanol zu
2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansiure

Die Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propanol zu 2-[4-Methylcyclohex-3-

enyl]propansiure erfolgt nach Guth [Guth, 1996; Corey, 1979] mit Pyridiniumdichromat als

Oxidationsmittel.

PDC/DMF

CH,OH COOH

Methylcyclohexenylpropanol Methylcyclohexenylpropansaure

Abbildung A2.1: Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propanol zu 2-[4-
Methylcyclohex-3-enyl]propansiure

Arbeitsvorschrift:

17 g Pyrdiniumdichromat in 20 ml Dimethylformamid werden in einen 250 ml Iodzahlkolben
vorgelegt und nach Zugabe von 2,0 g 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl] propanol fiir 12 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 200ml Wasser abgebro-
chen und das Produkt nach Ansduern des Reaktionsansatzes mit dreimal 100 ml Diethylether
extrahiert. Die Sdure wird aus der organischen Phase mit dreimal 100 ml 0,5 m Na,CO; ext-
rahiert und nach Ansduern der wiassrigen Phase auf pH5 durch dreimaliges Auschiitteln mit
Diethylether wieder in die organische Phase iiberfiihrt. Die vereinigten Diethyletherphasen
werden mit 100 ml 0,1 m HCI gewaschen, mit NaCl gesittigt, tiber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Man erhilt die 2-[4-
Methylcyclohex-3-enyl]propansiure als 1:1 Mischung der entsprechenden Diastereomeren in

39%iger Ausbeute.
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Arbeitsvorschrift A3: Synthese der cis-konfigurierten Stereoisomere von 3,6 Dime-
thyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon durch Cycli-

sierung von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]-propansiure

Die Synthese erfolgt entsprechend dem in Abbildung A3.1 dargestellten Reaktionsschema mit
Pyridiniumdichromat und t-Butylhydroperoxid als Oxidationsmittel nach Guth [Guth, 1996].

t-BuOOH/PDF

—

Benzol @)

COOH N\
o)

3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-

Methylcyclohexenylpropanséure 2(3H)-benzofuranon

Abbildung A3.1 Lactonbildung aus 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansiure zu 3,6 Dime-
thyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon

Arbeitsvorschrift:

400 mg 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansdure in 10 ml Benzol werden vorgelegt in einen
Dreihalskolben. Es werden Nacheinander 1 g Celite, 1,8 g Pyrdiniumdichromat und 0,86 g
wissriges 70%iges t-Butylhydroperoxid zugegeben. Die Mischung wird 12 Stunden lang bei
30°C geriihrt, filtriert und der Filrationsriickstand zweimal mit 50 ml Diethylether gewaschen.
Die vereinigten Filtrate werden 15 min mit 100 ml 0,1 m HCI geriihrt. Anschlieend wird die
organische Phase am Scheidetrichter abgetrennt und zur Riickgewinnung nicht umgesetzter 2-
[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansdure zweimal mit 100 ml 0,5 m Na,CO; gewaschen. Die
verbleibende Diethyletherphase wird mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungs-

mittel schonend an einer Vigreux-Kolonne entfernt.

Man erhilt 3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon als 1:1 Gemisch der ent-

sprechenden Diastereomere in 10%iger Ausbeute.
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Arbeitsvorschrift A4: Veresterung von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansiure
zu 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansiuremethylester

Zur Darstellung der trans-konfigurierten bicyclischen Lactone 1 e-h wird vor der allylischen
Oxidation mit t-Butylhydroperoxid nach Arbeitsvorschrift A5 eine sdurekatalysierte Vereste-
rung von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansédure zu 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]-propan-
sauremethylester durchgefiihrt. Die Methylesterfunktion dient hierbei als Schutzgruppe um
eine direkte Lactonbildung zu den cis-konfigurierten Analoga 1 a-d zu verhindern. Die Ve-
resterung erfolgt nach Guth [Guth, 1996] entsprechend dem in Abbildung A4.1 dargestellten

Reaktionsschema.

H+

COOH COOCH,

Abbildung A4.1: Veresterung von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propanséure zu 2-[4-
Methylcyclohex-3-enyl]propansduremethylester

Arbeitsvorschrift:

Es werden 1 g 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansiure in 20 ml wasserfreiem Methanol
vorgelegt. Nach Zugabe von 10 ul konzentrierter Schwefelsdaure H,SO, wird die Reaktions-
mischung fiir 4 Stunden lang bei 60°C geriihrt und nach dem Abkiihlen mit 50 ml Wasser
verdiinnt. Der Methylester wird durch zweimaliges Ausschiitteln mit Diethylether extrahiert.
Die vereinigten Diethyletherphasen werden zur Abtrennung von nicht umgesetzter Sdure mit
50 ml 0,5 m Natriumcarbonatlésung Na,CO3; gewaschen, mit Natriumsulfat NaSO, getrocknet

und das Losungsmittel schonend iiber eine Vigreux Kolonne entfernt.

Die Ausbeute betrigt 92 % 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]propansiuremethylester.
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Arbeitsvorschrift 5: Allylische Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]-
propansiuremethylester zu 2-[4-Methyl-2-oxo-cyclohex-3-

enyl]-propansauremethylester

Die allylische Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]-propansiduremethylester zu 2-[4-
Methyl-2-oxo-cyclohex-3-enyl]-propansiduremethylester erfolgt nach Guth [Guth, 1996] bzw.
Chidambaram [Chidambaram et al., 1987] mit Pyridiniumdichromat und t-Butylhydroperoxid
als Oxidationsmittel. Wird dieselbe Reaktion mit der unveresterten 2-[4-Methylcyclohex-3-

enyl]-propansiure durchgefiihrt erfolgt direkte Lactonbildung entsprechen Arbeitsvorschrift
A3.

t-BuOOH/PDF
Benzol ko
COOCH, COOCH,
Methylcyclohexenyl- Methyl-oxo-cyclohexenyl-
propansauremethylester propansauremethylester

Abbildung AS.1: Allylische Oxidation von 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]-

propansduremethylester zu 2-[4-Methyl-2-oxo-cyclohex-3-enyl]-propansduremethylester

Arbeitsvorschrift:

1 g 2-[4-Methylcyclohex-3-enyl]-propansduremethylester werden mit 4 g Celite in 60 ml Ben-
zol vorgelegt. Nach Zugabe von 4,2 g Pyridiniumdichromat PDC und 1 g 70 %igem wéssri-
gem tertidr Butylhydroperoxid t-BuOOH wird der Reaktionsansatz fiir 24 Stunden bei Raum-
temperatur weitergeriihrt. AnschlieBend wird mit 100 ml Diethylether verdiinnt, filtriert und
das Filtrat mit 100 ml 0,1 m Salzsidure HC] gewaschen. Die etherische Phase wird mit Natri-
umsulfat getrocknet, filtriert und die Losung iiber eine Vigreux Kolonne bis zu einem Volu-
men von etwa 2 ml aufkonzentriert. Das erhaltene Konzentrat wird sdulenchromatographisch
an Silicagel gereinigt. Die Elution erfolgt mit einer Mischung aus Pentan und Diethylether im
Verhiltnis 1+1. Man erhilt eine 1:1 Mischung der entsprechenden Diastereomeren in einer

Ausbeute von 46 %.
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Arbeitsvorschrift A 6: Herstellung von 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl]-
propansiure durch selektive 1,2 Reduktion von 2-[4-Methyl-
2-oxo0-cyclohex-3-enyl]-propansiuremethylester mit Natri-

umborhydrid und anschlieBender und Esterhydrolyse.

Die selektive Reduktion der ringstindigen Ketofunktion von 2-[4-Methyl-2-oxo-cyclohex-3-
enyl]-propansiduremethylester erfolgt nach Guth [Guth, 1996] bzw. Fujii [Fujii et al., 1991]
mittels Natriumborhydrid NaBH,4 in Gegenwart von Calciumchlorid CaCl, als Katalysator in
aprotischem Losungsmittel iso-Propanol. Hierbei erfolgt eine selektive 1,2 Reduktion der
konjugierten Ketofunktion mit Natriumborhydrid in Anwesenheit von CaCl, als Katalysator.
AnschlieBende Esterhydrolyse durch Behandlung mit methanolischer Natronlauge liefert die

freie Hydroxysaure.

CaCl,/NaBH, NaOH/MeOH

OMe OMe OH

0] O 0]
Abbildung A6.1: Herstellung von 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl|propansédure aus

durch selektive Reduktion der ringstindigen Ketofunktion und anschlieende Esterhydrolyse

Arbeitsvorschrift:

0,6 g 2-[4-Methyl-2-oxo-cyclohex-3-enyl]-propansduremethylester werden in 20 ml wasser-
freiem iso-Propanol vorgelegt und nach Zugabe von 0,66 g wasserfreiem Calciumsulfat CaCl,
sowie 0,16 g Natriumborhydrid NaBHy4 fiir 2 Stunden bei 0°C im Eisbad geriihrt.

Die Losung wird anschlieBend weiterverwendet und zu 6 ml einer Losung aus 0,4 g Natrium-
hydroxid in Methanol / Wasser [1:1] gegeben. Die Mischung wird fiir 12 Stunden bei Raum-
temperatur gerithrt und danach mit 1 m HCI vorsichtig angesduert bis pH 6. Stirkeres Ansédue-
rung kann hier zur direkten Lactonisierung der Hydroxyséure fiihren. Dreimalige Extraktion
des Reaktionsansatzes mit je 20 ml Diethylether, Trocknen der vereinigten Diethyletherpha-
sen mit Natriumsulfat Na;SO4 und schonendes Entfernen des Losungsmittels iiber eine
Vigreux-Kolonne liefert etwa 0,2 g 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl|propansdure als
Produkt.
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Arbeitsvorschrift A 7: Herstellung der bicyclischen Lactone durch Cyclisierung
von 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl]propansiure zu
3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon mit
gN,N-Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC)

Die Cyclisierung von 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl]propansidure mit N,N-
Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC) erfolgt nach Guth [Guth, 1996] bzw. Pirkle [Pirkle et al.,
1980] und liefert Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon. Entsprechend den Ar-
beitsvorschriften A1-7 erhilt man ausgehend von R-Limonen die Diastereomeren 1a, Ic, le
und 1g wihrend die Synthese ausgehend von S-Limonen die Diastereomeren 1b, 1d, 1f und

1h liefert.

DCC/CqH,
OH

OH

| o)
0

@)

Abbildung A7.1: Cyclisierung von 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl|propanséure zu
3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon mit N,N-Dicyclohexyl-carbodiimid
(DCO)

Arbeitsvorschrift:

Eine Mischung von 0,2 g 2-[2-Hydroxy-4-methylcyclohex-3-enyl]propansiure und 0,25 g
N,N-Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC) in 5 ml Benzol wird fiir 8 Stunden bei Raumtempera-
tur geriihrt und anschlieBend mit 20 ml n-Hexan verdiinnt. Die Losung wird zur Abtrennung
eines unloslichen weilen Riickstandes filtriert. Das Filtrat wird nacheinander mit 15 ml 1m
Salzsdure HCI sowie 15 ml 10%iger [w/v] Kochsalzlosung gewaschen, mit Magnesiumsulfat
MgSO;, getrocknet, filtriert und die erhaltene Losung an einer Vigreux Kolonne aufkonzent-
riert. AnschlieBende Aufreinigung des Konzentrats mittels Flash Chromatographie (siehe Ab-
schnitt 5.3.4) liefert die reinen Verbindungen 1a, 1c, le und 1g (ausgehend von R-Limonen)

bzw. 1b, 1d, 1f und 1h (ausgehend von S-Limonen).
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Arbeitsvorschrift A 8 Rhodiumkatalysierte Hydrierung der ungesiittigten bicycli-

schen Lactone 1a-h

Die enantioselektive Hydrierung von 3,6 Dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-2(3H)-benzofuranon
(la-h) zu den gesittigten Analoga erfolgte durch katalytische Hydrierung an Rhodium.

% Rhodium/H, % l Rhodium/H, %

/\5 /\{) /\{3 /\§O /\5 /\{)
(e} 0] e} o (0] o
1a 2at 2a2 1e 2el 2e2

Rhodium/H, Rhodium/H,

[ [

1b 2b1 2b2 21 212
Rhodium/H, : Rhodium/H,
g ;ﬁ - A
o) o T o
1c 2ci 2c2
Rhodium/H, Rhodium/H,
o o) E o
o o) o
1d 2d1 2d2 1h 2ht 2h2

Abbildung A8.1: Rhodiumkatalysierte, selektive Hydrierung der ungesittigten bicyclischen

Lactone la-h

Arbeitsvorschrift:

75 ug lain 2,5 ml Diethylether werden in einem Schnappdeckelgldschen mit 2 mg Rhodium-
katalysator versetzt. Es wird ein mit Wasserstoffgas gefiillter Luftballon (etwa 100ml) {iber-
gestiilpt und die Losung fiir 5 Minuten unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Die Reaktion
wird durch entfernen des Luftballons abgebrochen und die Losung zur Abtrennung des Kata-
lysators filtriert. Konzentrationsbestimmung der auf 200 ul aufkonzentrierten Losung ergibt 5
ug 2al, 12 ug 2a2 und 23 ug nicht umgesetztes la. Weitere Aufreinigung der Produkte er-
folgt mittels praparativer HPLC (siehe Abschnitt 5.3.3)
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7.5 Kohonen Maps

7.5.1 Methodenentwicklung mit (3S, 3aS, 6R, 7aR)-3,6-Dimethyl-hexahydrobenzofuran-

2-on und unter Beriicksichtigung eines Teildatensatzes (Kapitel 3.3.1.2.1.)

7.5.1.1. Kohonen Maps mit abgebildetem molekularen elektrostatischen Potential (ESP)

Farbkodierung fiir das abgebildete ESP

(weiB):keine Datenpunkte, daher kein ESP abgebildet

(rot): ESP Kkleiner als-5 kcal / mol

(orange): ESP zwischen-5 kcal / mol und -1 kcal / mol
(hellgelb): ESP zwischen-1 kcal / mol und +1 kcal / mol
(hellblau) ESP zwischen + 1 kcal / mol und + 5 kcal / mol
(dunkelblau) ESP grofer als + 5 kcal / mol

ESP Map Lacton 2al (Referenz) ESP Map Lacton 2a2

ESP Map Lacton 2b1 ESP Map Lacton 2b2

ESP Map Lacton 2¢1 ESP Map Lacton 2¢2
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ESP Map Lacton 2d1 ESP Map Lacton 2d2

ESP Map Lacton 2el ESP Map Lacton 2e2

ESP Map Lacton 2f1 ESP Map Lacton 2f2

ESP Map Lacton 2g1 ESP Map Lacton 2g2

ESP Map Lacton 2h1 ESP Map Lacton 2h2
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ESP Map Lacton 1b1

ESP Map Lacton 1cl ESP Map Lacton 1d1

ESP Map Lacton 1e

O)\O\\

ESP Map Lacton 1g ESP Map Lacton 1h
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ESP Map Lacton RD9 ESP Map Lacton SD9

ESP Map Lacton RG8 ESP Map Lacton SG8

Abbildung 7.1: Kohonen Feature Maps fiir einen Single Template Approach mit (3S, 3aS,
6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Referenzmolekiil. Das mittlere
elektrostatische Potential der jedem Neuron zugeordneten Datenpunkte ist entsprechend dem

oben definierten Farbcode auf den Netzwerkkarten dargestellt.
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7.5.1.2. Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte

Farbkodierung fiir die abgebildete Belegungsdichte

(weib): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

| Nna

(dunkelblau) mehr als 10 Datenpunkte pro Neuron

Belegungsdichte Map Lacton 2al (Referenz) Belegungsdichte Map Lacton 2a2

o) ) o}

Belegungsdichte Map Lacton 2b1 Belegungsdichte Map Lacton 2b2
E E ~ ~

0 )
Belegungsdichte Map Lacton 2¢1 Belegungsdichte Map Lacton 2¢2

0 0

\ |

0 )

Belegungsdichte Map Lacton 2d1 Belegungsdichte Map Lacton 2d2
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Belegungsdichte Map Lacton 2el
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Belegungsdichte Map Lacton 2f1

Belegungsdichte Map Lacton 2g1

0]

Belegungsdichte Map Lacton 2h1

Belegungsdichte Map Lacton 2e2

0]

Belegungsdichte Map Lacton 2f2

Belegungsdichte Map Lacton 2g2
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N

Belegungsdichte Map Lacton 2h2
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Belegungsdichte Map Lacton 1g

.

)

Belegungsdichte Map Lacton 1b1

o)

0]

Belegungsdichte Map Lacton 1d1
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Belegungsdichte Map Lacton 1h
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Belegungsdichte Map Lacton RD8 Belegungsdichte Map Lacton SD8

Lacton RG9

Belegungsdichte Map Lacton RG8 Belegungsdichte Map Lacton SG8

Abbildung 7.2: Kohonen Belegungsdichtemaps fiir einen Single Template Approach mit (3S,
3aS, 6R, 7aR)-3,6 Dimethyl-hexahydro-benzofuran-2-on (2al) als Referenzmolekiil. Die An-
zahl der Oberflichenpunkte pro Neuron ist entsprechend der oben definierten Farbkodierung

auf den Netzwerkkarten abgebildet.
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7.5.2. Ahnlichkeitsstudie mittels Neuronaler Netze nach Kohonen mit Leitstruktur aus
vier iiberlagerten bicyclischen Lactonen und unter Beriicksichtigung des gesamten Da-

tensatzes (Kapitel 3.3.1.2.2.)

Kohonen Maps mit abgebildeter Belegungsdichte

(weil3): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

_§  Na

(dunkelblau) < 10 Datenpunkte pro Neuron

Abbildung 7.3: Belegungsdichte Map nach Kohonen fiir die Leitstruktur aus den 4 bicycli-
schen Lactonen 1al, 1a2, 2al und 2a2 und Farbkodierungsskala fiir Abbildungen 7.3 -7.6
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Konformer 1 (1al) Konformer 2 (1a2)

Belegungsdichte Maps Lacton 1a

Konformer 1 (1b1) Konformer 2 (1b2)

Belegungsdichte Maps Lacton 1b

0
0
Konformer 1 (1cl) Konformer 2 (1¢2)
Belegungsdichte Maps Lacton 1c¢
| 0
il o

Konformer 1 (1d1) Konformer 2 (1d2)
Belegungsdichte Maps Lacton 1d

Abbildung 7.4: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlter Konformere der cis-
konfigurierten Stereoisomere von 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon.

Farbkodierungsskala siche Abbildung 7.3



7. Anhang 197

Belegungsdichte Map Lacton 1g Belegungsdichte Map Lacton 1h

Abbildung 7.5: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlter Konformere der
trans-konfigurierten Stereoisomere von 3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-
benzofuranon. Farbkodierungsskala siche Abbildung 7.3
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0]

o)

0]

Belegungsdichte Map Lacton 2d1 Belegungsdichte Map Lacton 2d2

Abbildung 7.6: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die 8 cis-konfigurierten Stereoiso-
mere von 3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon. Farbkodierungsskala
siche Abbildung 7.3
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J /-

Belegungsdichte Map Lacton 2e2

)

Belegungsdichte Map Lacton 2f1 Belegungsdichte Map Lacton 2f2

Belegungsdichte Map Lacton 2g2

| o}

Belegungsdichte Map Lacton 2h1 Belegungsdichte Map Lacton 2h2

Abbildung 7.7: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die 8 trans-konfigurierten Stereoi-
somere von 3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-3,6-dimethyl-2(3H)-benzofuranon. Farbkodierungsskala
siche Abbildung 7.3
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Konformer 1 (7cl) Konformer 2 (7c2)
Belegungsdichte Map Lacton 7

Konformer 1 (Ethyll) Konformer 2 (Ethyl2)
Belegungsdichte Map Lacton Ethylweinlacton

= L P
+ pEa
Belegungsdichte Map Mintlacton Belegungsdichte Map Iso-mintlacton

\ O
0
Belegungsdichte Map E-Mintlacton Belegungsdichte Map Dehydromintlacton

Abbildung 7.8: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewéhlte Konformere weiterer

bicyclischer Lactone. Farbkodierungsskala siche Abbildung 7.3.
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4

Belegungsdichte Map Lacton 3a

(0]
| %O
Belegungsdichte Map Lacton 3¢ Belegungsdichte Map Lacton 3d

Abbildung 7.9: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir ausgewihlte Konformere weiterer

bicyclischer Lactone. Farbkodierungsskala siche Abbildung 7.3
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Map R-6-Nonalacton (RD9) Map S-6-Nonalacton (SD9)

Map R-y-Nonalacton (RG9)

Map R-y-Octalacton (RG8) Map S-y-Octalacton (SG8)

Abbildung 7.10: Belegungsdichte Maps nach Kohonen monocyclische Lactone der Geruchs-
qualitit kokosartig. Farbkodierungsskala siche Abbildung 7.3
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7.5.3. Kohonen Maps zur Untersuchung Monocyclischer Lactone der Geruchsqualititen
pfirsich: Untersuchung von Struktur-Geruchsbeziehungen mit der energetisch giinstigs-

ten Molekiilkonformation im Vergleich zu einem dynamischen Ansatz (Kapitel 3.3.2)

7.5.3.1. Nichtdynamischer Ansatz

Leitstruktur; Farbkodierung fiir die abgebildete Belegungsdichte

(weiB3): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

(dunkelblau) mehr als 10 Datenpunkte pro Neuron

Bel.dichte Map Referenzmolekiil 1 (sd12) Bel.dichte Map Referenzmolekiil 2 (rgl2)

Abbildung 7.11: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir die nichtdynamische Leitstruktur
aus S-0-Dodeca- und R-y-Dodecalacton
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Nichtdynamischer Ansatz, §-Lactone

Belegungsdichte Map Lacton sd9 Belegungsdichte Map Lacton rd9

Abbildung 7.12: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische 8-Lactone des
nichtdynamischen Ansatzes. Farbkodierung gemif3 Abbildung 7.11
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Nichtdynamischer Ansatz, y-Lactone

Belegungsdichte Map Lacton rgl12

Belegungsdichte Map Lacton rgl1

Belegungsdichte Map Lacton rg9

Belegungsdichte Map Lacton sg12

Belegungsdichte Map Lacton sg10

e

)

Belegungsdichte Map Lacton sg9

Abbildung 7.13: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische y-Lactone aus dem

nichtdynamischen Ansatz. Farbkodierung gemél3 Abbildung 7.11
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7.5.3.2. Dynamischer Ansatz

Leitstruktur; Farbkodierung fiir die abgebildete Belegungsdichte

(weib): keine Datenpunkte

(hellblau): 1 bis 5 Datenpunkte pro Neuron
(mittelblau) 6 bis 10 Datenpunkte pro Neuron

(dunkelblau) mehr als 10 Datenpunkte pro Neuron

sd12 +rg12

I
Belegungsdichte Map, Training mit sd12 und rgl12

sd12

Bel.dichte Map Referenzmolekiil 1, sd12 Bel.dichte Map Referenzmolekiil 2, rg12

Abbildung 7.13: Belegungsdichte Maps nach Kohonen die dynamische Leitstruktur aus S-0-
Dodecalacton und R-y-Dodecalacton. Farbig gestrichelte bindungen symbolisieren die freie

Beweglichkeit der Seitenkette.
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Dynamischer Ansatz, 8-Lactone

sd12

Belegungsdichte Map Lacton sd12 Belegungsdichte Map Lacton rd12

<

sdi1

sd10

Belegungsdichte Map Lacton sd10 Belegungsdichte Map Lacton rd10

R=

sd9 : rd9

Belegungsdichte Map Lacton sd9 Belegungsdichte Map Lacton rd9

Abbildung 7.15: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische d-Lactone, dyna-
mischer Ansatz. Farbig gestrichelte Bindungen symbolisieren die freie Beweglichkeit der Sei-

tenkette. Farbkodierungsskala gemal3 Abbildung 7.14
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Dynamischer Ansatz, y-Lactone

Belegungsdichte Map Lacton rgl12

H

rg1t

Belegungsdichte Map Lacton rgl1
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o
rg10

Belegungsdichte Map Lacton rgl10
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rg9

Belegungsdichte Map Lacton rg9

sg12

Belegungsdichte Map Lacton sg12

O
sg1

Belegungsdichte Map Lacton sgl1
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Belegungsdichte Map Lacton sg10

Belegungsdichte Map Lacton rg8

Abbildung 7.16: Belegungsdichte Maps nach Kohonen fiir monocyclische y-Lactone, dyna-

mischer Ansatz. Farbig gestrichelte Bindungen symbolisieren die freie Beweglichkeit der Sei-

tenkette. Farbkodierungsskala gemal3 Abbildung 7.14



