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... lam plena omnia, omnia summis, mediis infimisque ordinibus fuerant distributa. Sed non erat
paternae potestatis in extrema fetura quasi effetam defecisse, non erat sapientiae consilii inopia in re
necessaria fluctuasse, non erat benefici amoris, ut, qui in aliis esset divinam liberalitatem laudaturus,
in se illam damnare cogeretut. Statuit tandem optimus opifex, ut, cui dari nihil proprium poterat,
commune esset, quicquid privatum singulis fuerat. Igitur hominem accepit indiscretae opus imaginis
atque in mundi positum meditullio sic est alloquutus:

>Nec certam sedem nec propriam faciem nec munus ullum peculiare tibi dedimus, o Adam,
ut, quam sedem, quam faciem, quae munera tute optaveris, ea pro voto, pro tua sententia habeas
et possideas. Definita ceteris natura intra praescriptas a nobis leges coercetur. Tu nullis angustiis
coercitus pro tuo arbitrio, in cuius manu te posui, tibi illam praefinies. Medium te mundi posui,
ut circumspiceres inde commodius, quicquid est in mundo. Nec te caelestem neque terrenum neque
mortalem neque immortalem fecimus, ut tui ipsius quasi arbitrarius honorariusque plastes er fictor,
in quam malueris tu te formam effingas. Poteris in inferiora, quae sunt bruta, degenerare, poteris
in superiora, quae sunt divina, ex tui animi sententia regenerari.<

O summam dei patris liberalitatem, summam et admirandam hominis felicitatem, cui datum
id habere, quod optat, id esse, quod velit. Bruta simulatque nascuntur, id secum afferunt (ut ait
Lucilius) e bulga matris, quod possessura sunt. Supremi spiritus aut ab initio aut paulo mox id
fuerunt, quod sunt futuri in perpetuas aeternitates. Nascenti homini omnifaria semina et omnigenae
vitae germina indidit pater. Quae quisque excoluerit, illa adolescent er fructus suos ferent in illo:
Si vegetalia, planta fiet. Si sensualia, obbrutescet. Si rationalia, caeleste evadet animal. Si intellec-
tualla, angelus erit ei dei filius. Et si nulla creaturarum sorte contentus in unitatis centrum suae se
receperit, unus cum deo spiritus factus in solitaria patris caligine, qui est super omnia constitutus,
omnibus antestabit.Quis hunc nostrum chamaeleonta non admiretur?. ..

Giovanni Pico della Mirandola,
Oratio de hominis dignitate, 1486.






Vorwort

Diese Dissertation zeigt die Resultate meiner naturwissenschaftlichen Arbeit am Max-Planck-Institut
fur Chemische Okologie in Jena.

Als ich vor vier Jahren nach Jena gekommen bin, ahnte ich nicht, daf3 ich mich derart fir Blattkafer
begeistern konnte, denn wahrend meiner Diplomarbeit habe ich nicht mit lebenden Tieren experimentiert.
Der permanente Umgang mit lebenden Organismen und die standige Konfrontation mit biologischen Fra-
gestellungen trugen dazu bei, diese faszinierenden Tiere auf gewisse Weise schatzen zu lernen und die
Vorliebe des Schopfers fur Kafer durchaus nachzuvollziehen, schlieflich ist die Ordnung der Kéafer (Co-
leoptera) mit mehr als 250.000 beschriebenen Spezies die grof3te unter allen Lebewesen.

Die Eleganz, mathematische Logik und Symmeéttier Schépfung bewunderte ich schon bei den rein
physikalischen Untersuchungen in meiner Diplomarbeit, wahrend mich die vielfaltigen Moéglichkeiten,
die komplexen und anfangs scheinbar komplizierten Zusammenhange der chemischen Okologie beein-
druckten. Und bei der vorliegenden Arbeit war es eine faszinierende Erkenntnis, dal3 alle biologischen
Prozesse meist einer einfachen, aber genialen Ordnung folgen; festzustellen, wie so kleine, unschein-
bare Kreaturen sich ausgefeilte Uberlebensstrategien aneignen, die mir bis dahin nicht bewuf3t waren.
Beispielsweise sind Larven des Grof3en Pappelblattkag&rsy§omela populiso wahlerisch mit ihrer
Nahrung, dal3 sie lieber sterben, als ein ihnen nicht genehmes Blatt zu verzehren.

Die Arbeit mit Tieren bereitete mir durch die interessante Aufgabenstellung sehr viel Freude, und
ich habe gelernt mit Insekten umzugehen. Nicht zuletzt wegen zahlreicher, konstrukiver und manchmal
kontroverser Diskussionen mit meinem Doktorvater Prof. Boland konnte ich dartber hinaus auch meine
chemisch-analytischen Fahigkeiten und meinen Sinn fir die L6sung wissenschatftlicher Probleme stei-
gern. Bei diesen Tieren werden meistens kleine bis kleinste Mengen untersucht, die auch die moderne
Analytik vor eine echte Herausforderung stellen. An dieser Arbeit sollte nachvollziehbar sein, dal? das
Ergebnis den Aufwand rechtfertigt.

Besonders interessant war und ist fur mich die Kombination verschiedener wissenschatftlicher Diszi-
plinen, die nétig sind, um auf dem Feld der Bioorganik tatig zu werden. Die Fragestellungen sind biolo-
gischer Natur, aber die Antworten werden durch chemische oder physiko-chemische Methoden geliefert.
Wo die Chemie an ihre Grenzen kommt, greifen dann Biochemie und Molekularbiologie an, um festzu-
stellen, wie die beobachteten Phanomene auf genetischer oder enzymatischer Ebene geregelt werden. Di
Biologie stellt letztendlich alles in einen Kontext, wodurch sich der Kreis wieder schliel3t.

Beeintrachtigt wurde diese wissenschaftlich Tatigkeit durch meine Krankheit, das heil3t Operationen
und die damit verbundene Genesungszeit, innerhalb der ich nicht in der Lage war, mich in vollem Umfang
meiner Arbeit zu widmen. Deshalb mdchte ich an dieser Stelle auch schon all den Menschen danken, die
mir wahrend dieser schweren Zeiten freundschatftlich und hilfreich zur Seite standen, ohne sie wéare diese
Arbeit nicht mdglich gewesen. Meine Familie und meine Kdlner Freunde haben mit mir gelitten und mich
unterstitzt. Fir den experimentellen Teil meiner Arbeit wichtig und entscheidend aber war die Hilfe von
Prof. Boland und meiner Kollegen Dr. Alice Shumate, Dr. Eva Petterson, Claes Johansson, Angelika Berg,
Grit Winnefeld und Anja Bidermann, die wahrend meiner meiner krankheitsbedingten (Zwangs-)Pausen
fur den Vollzug der zeitabhangigen Experimente gesorgt haben. lhnen ist es anzurechnen, dal, solange
ich stillgelegt war, dieses nicht auch flir meine Arbeit zutreffen muf3te.

Zur Erfullung der technischen Anforderungen der Friedrich-Schiller Universitat wurde diese vorlie-
gende Arbeit inAIpX 2 mit Dokumentklasse ,book” ohne besondere Abwandlungen der Standardsei-
tenformatierung unter Debian Linux geschrieben und liegt als ,Portable Document Format* (.pdf) vor.
Das Literaturverzeichnis wurde unter Zuhilfenahme BoRTEX mit der unsrtdin.bst-Stildatei generiert,

'Hierzu kann ich dem interessierten Leser ,Das elegante Universum® von Brian Greene als Bettlektiire empfehlen.
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die Literaturverzeichnisse gemal der deutschen Zitierform DIN 1505 Teil 2 formatiert.

Das Originaldokument ist ein einfaches Textdokument. Fir die Graphiken wurde Encapsulated Post
Script (.eps) oder ,Portable Network Graphic” (.png) Format verwendet, das leichte Verwendbarkeit im
Internet gewahrleistet. Dieses Dokument folgt den Regeln der deutschen Rechtschreibung wie sie au
in der ,Frankfurter Allgemeinen Zeitung“ und ,Frankfurter Allgemeinen Sonntagszeitung® und in der
Zeitschrift ,Spiegel” und beim gesamten Springerverlag Anwendung finden.

Jena, August 2004
Jurgen Kuhn
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| Einleitung

1 Sequestrierung bei Insekten

Phytophage Insekten haben sich vor allem wéhrend des Perms vor etwa 290 Millionen Jahren parallel
mit der Entstehung von Angiospermen (Bedecktsamern) entwickelt [1, 2]. Mesozoische Fossilien lassen
darauf schlief3en [3], dal3 die Entfaltung blutenbesuchender Gruppen von Insekten, wie Schmetterlinge
(Lepidoptera) und Bienen (Apoidea), in der mittleren Kreidezeit stattgefunden und damit die vermehrte
Ausbreitung und Diversifizierung von Angiospermen vorangetrieben haben [4]. Parallel dazu entwickelten
sich herbivore Insekten wie beispielsweise Kafer (Coleoptera) coevolutiv mit ihnren Wirtspflanzen [5-8].
Seit dieser Zeit gab es wechselseitige Anpassungen zwischen Herbivoren und ihren Wirtspflanzen. Ein
besonderes Merkmal von Insektenherbivorie ist die ausgepragte Neigung zur Entwicklung von Spezia-
listen (Monophagen), die sich nur von einer einzigen Pflanze oder wenigen nahe verwandten Pflanzen
erndhren [9, 10]. Eine wichtige Rolle spielen dabei von den Pflanzen produzierte allelochemische Se-
kundarmetabolite, die als Abwehrsubstanzen gegen Pathogene oder Herbivore wirken [11], aber auch als
Phagostimulantien, Allomone oder Kairomone fuir Gliederfuf3er dienen konnen [12-15].

Viele Insekten haben Mechanismen entwickelt, die pflanzlichen Verteidigungsmaflinahmen zu umge-
hen und Toxine zum eigenen Vorteil zu nutzen. Zum einen besetzen sie dadurch eine flr andere phy-
tophage Insekten unzugangliche Nische, zum anderen profitieren sie auch direkt von den sekundéren
Metaboliten [16], die sie gegen Pradatoren, Parasiten und Pathogene schiitzen [17,18]. Giftstoffe der
Wirtspflanze kénnen durch Metabolisierung (z. B. Oxidation durch Enzyme vom Typ Cytochggm P
bei Lepidopteren [19]) und Ausscheidung unschadlich gemacht werden. Einige spezialisierte Insekten
nehmen giftige Pflanzenmetabolite aus der Nahrung auf und speichern diese fir ihre eigene Verteidigung
gegen FralR3feinde [20—22]. Das heifl3t, sie sequestrieren pflanzliche Sekundarstoffe. Diese Sekundarstoffe
kénnen chemisch unmaodifiziert, wie sie in der Futterpflanze vorkommen, eingesetzt werden oder zur Er-
héhung der Wirksamkeit gegen Karnivoren oder zur besseren Speicher- und Verwendbarkeit fiir das Insekt
in eine modifizierte Form, beispielsweise zur Vermeidung von Selbstvergiftung [18], gebracht werden.

Die bekanntesten Beispiele flir Sequestrationsprozesse liefern verschiedene Lepidopteren [15, 23—
25], die in der Lage sind, hochtoxische Pyrrolizidine (s. auch Abb. 2.2) [22, 26], Cardenolide [27, 28],
Cyanogene-Glycoside [29], Iridoidglycoside [30—-35], Azoxyglycoside [36] oder Glucosinolate [15, 37—
39] (Abb. 1.1) aufzunehmen, in der Hamolymphe oder den Flugeln zu speichern und zur eigenen Vertei-
digung einzusetzen. So sind beispielsweise Schmetterlingsarten der Papilionidae, Pieridae und Nympha-
lidae durch Aufnahme von Cycasin und Macrozamin, zwei Azoxyglycoside, fur rduberische Vertebraten
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Abbildung 1.1:Beispiele fur sequestrierte Substanzen bei Schmetterlingen. Lycopdamiid 1 ist ein Bei-
spiel fur ein Pyrrolizidinalkaloid, Calactig fur ein Cardenolid, Catalpd ist ein Iridoidglycosid, Linamarid ein
Cyanogenes-Glycosid, Cycadirein Azoxyglycosid und Sinigri® ein Glucosinolat.

und Invertebraten, wie Spinnen oder Ameisen, ungeniel3bar [36, 40, 41].

Auch aus der sehr gro3en Familie der Blattkafer (Coleoptera: Chrysomelidae) mit mehr als 37.00(
bisher beschriebenen Arten [42] weltweiter Verbreitung gibt es einige Beispiele fur die erfolgreiche Wei-
terverwendung von pflanzlichen Metaboliten zu Abwehrzwecken [14, 43-51] (Kapitel 2).

2 Wehrchemie der Blattkafer (Coleoptera:
Chrysomelidae)

Der Name der Familie ,Chrysomelidae“ leitet sich von den griechischen Wéeteysos Gold und
melolathion Kafer ab und bezieht sich auf die Signal- und Warnfarben der adulten Blattkafer [52—-54]
(Abb. 2.6).

Larven und Imagines vieler Arten der Unterfamilie Chrysomelinae verteidigen sich chemisch durch
exokrine Drisensekrete gegen Fraf3feinde [43, 55]. Die dabei eingesetzten Substanzen werden sowohl !
den Adulten als auch den Larven maistnovaosynthetisiert [52, 55]. Als sekundares evolutives Ereignis
hat sich die Sequestrierung von Metaboliten der Wirtspflanze etabliert [53, 56].

2.1 Chemische Abwehr der adulten Kafer

Wehrsubstanzen innerhalb des Tribus Chrysomelini gehéren zu unterschiedlichen chemischen Klass
von Verbindungen [43, 52, 59]: Aminosaurederivate, Steroide und Pyrrolizidinalkdioxide (Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1 Beispiele fur Wehrverbindungen adulter Blattkafer (Tribus Chrysomelini). Aminosauren und abge-
leitete Verbindungen: Isoxazolinon-Gluco§id3-Nitropropansaur8, Asparaginsaur®, EthanolamirLO. Beispiele

fur Steroide: Sarmentogenirl (Cardenolid) und Steroid2 ausChrysolina quadrigemingb7]. Senecionirl3 ist
ein PyrrolizidinalkaloidN-oxid.
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Abbildung 2.2:Strategien zur Aufnahme, Metabolisierung und Speicherung von tertiaren Pyrrolizidinalkaloiden
(PA) und ihrenN-Oxiden (PA-O) aus Hartmann, 1999 [58]. Chrysomelide: @rysolina coerulansinangepalit,

keine Sequestrierung (,Biochemische Kontrolle®). (B)reina cacaliaesangepalit, Sequestrierer. Lepidopteren:

(C): Spodoptera littoralisTolerierung von Alkaloiden, keine Sequestrierung. (Dyria jacobaeaeangepalit,
Sequestrierer. Beide nicht angepassten Spezies verfiigen tUber Mechanismen PAs direkt auszuscheiden, der be
Sequestrieren unterdriickt ist. Diese speicher in beiden Fallen polare Substanzen (PA-O, PA-G).

Pfeile: Hauptweg; gestrichelt: untergeordneter Weg. PA-C: Pyrrolizidinalkaloid-Konjugat; PA-G
Pyrrolizidinalkaloid-Glucosid.
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Die unterschiedliche Wehrchemie der Adulten wird sogar als taxonomisches Merkmal bei Chrysomeli-
den verwendet [52, 60] (Tab. 2.1). Isoxazolinone [43], Nitropropansaureglucoside [61], Dipeptide [62],
Aminosauren [54,57,63], polyoxygenierte Steroidglycoside [57, 64, 65] und Cardenolide [66—70] wer-
den autogen hergestellt [71, 72], wahrend Pyrrolizidinalkayidxide von den Wirtspflanzen [73-80]
sequestriert werden [45, 56, 58, 60, 81-83].

Tabelle 2.1Wehrverbindungen in Adulten verschiedener Subtribus der Chrysomelini (nach Pasteels, 1982, 1984
1989). Abweichungen einzelner Genera oder einzelner Spezies sind eingerickt unter dem betreffenden Subtrib
aufgefihrt.

Subtribus gefundene Wehrverbindungen

Chrysomelina Isoxazolinone, Nitropropansaureglycoside
GenusColaspidema unbekannte Verbindungen

Phyllodectina Isoxazolinone, Nitropropansaureglycoside
GenusChrysolina  Cardenolide, Ethanolamin
einzelne Spezies Polyoxygenierte Steroidglycoside, Ethanolamin
GenusOreina Cardenolide, Ethanolamin
einzelne Spezies Cardenolide, Ethanolamin, Pyrrolizidinalkéleaxide
einzelne Spezies Ethanolamin, PyrrolizidinalkalNigbxide

Doryphorina Cardenolide, Ethanolamin, Aminosauren

Gonioctenia nicht identifizierte Aminosaurederivate

Im Organismus werden dieger seungiftigen Substanzen nach unspezifischer Reduktion im Darm
in tertidre Alkaloide (wie z. B. SenecionitB) umgewandelt und absorbiert (Abb. 2.2) [74]. Oxidierende
Enzyme vom Typ Cytochrom,R) bioaktivieren Pyrrollizidinalkaloide leicht in instabile Pyrrolderivate
mit alkylierenden und damit zytotoxischen und genotoxischen Eigenschaften [58, 74]. Die Mechanismer
fur die Aufnahme, Speicherung und Detoxifizierung von pflanzlichen Pyrrolizidinalk&ledtiden sind
von Hartmann et al. fUr einige Blattkafer durch radioaktiv [58, 77, 81, 83] und deuteriummarkierte [75, 77]
Metabolite gut untersucht worden.

Die Adaption der Tiere an diese Toxine gelingt durch Unterdriickung der darmspezifischen Reduktior
der N-Oxide, effiziente Aufnahme der AlkaloiN-Oxide und Entgiftung des tertiaren Alkaloids durch
O-Glucosylierung [58, 74, 81]. Der gezielte Transport polarer SubstanzemN@&ide und Glucoside
beispielsweise vom Darm in die Hamolymphe oder von dort in andere Korperteile wie den Wehrdriser
verlangt Transporter, da unpolare Membranen nicht passiert werden kénnen (Abschn. 3) [74, 78, 80].

Sehr gut untersucht ist beispielsweise das Gediesna, in dem Adulte den Wechsel vate no-
vo Synthese von Cardenoliden zu Sequestrierung von Pyrrolizidinalkaloiden vollziehen [76, 78, 80]. Die
adulten Kafer konnen die aufgenommenen Substanzen in speziellen Drisen und damit verbundenen C
ganen oder in der Hamolymphe — hierbei tritt als Abwehrreaktion das sogenannte Reflexbluten auf [39] -
speichern [59].
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In geringem Mal3e sind audate novoProduzenten (z. BChrysolina coerulansin der Lage polare
PyrrolizidinalkaloidN-oxide durch die unpolare Darmmembran in die Hamolymphe zu schleusen (Abb.
2.2). Dieser unspezifische Transport — und das damit vorhandene Transportsystem — kdnnte die Grund-
voraussetzung fur die Anpassung an verschiedene Pflanzen und Sequestrierung pflanzlicher Toxine dar-
stellen [74, 78, 80].

Wirtspflanzenwechsel folgen dabei einer parallelen Kladogenese [44, 84], geschehen aber auch zu
entfernt verwandten Pflanzenfamilien [85, 86].

In der Literatur [87] wird ein Modell beschrieben, da3 Wirtswechsel von phytophagen Insekten an
chemisch ahnliche Metabolite gebunden ist. Diese ,Phytochemische Bricke" erklart Wirtspflanzenwech-
sel oftmals besser als die Pflanzenphylogenie oder geographische Verteilung des Wirtes [88, 89].

2.2 Chemische Abwehr der Blattkaferlarven

Mesothorax Metathorax Driisen Reservoir

N

Hamolymphe
Fettkorper N\

AN
Pronotum

Kopf |

e
Thorax Abdomen

Abbildung 2.3:Schematische Zeichnung einer Larve (S. Discher) mit Bezeichnungen der wichtigsten Kérperteile.

Abbildung 2.4:Photo (A. Burse) und Detailzeichnung (Hinton, 1951) exokriner Larvaldriisen.
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C. lapponica (Cz) / B I
84
l C. lapponica (Quey) / S I

68 C. lapponica (Fin) / S

42 —— C. falsa*/ S

94

— (. interna /B

50 1 E— C. interrupta /B

C. knabi*/$S
5 100 [ C. scripta/ S

C. confluens /S

C. populi/ S

100 -
P. versicolora/ S

8o I G.cyanea/P

100 70 s PR, cOChleariae / Br

100 P. laticollis | S

P. vitellinae/ S

H. marginella/ R

Ch. americana / L

O. elongata/ A

Abbildung 2.5:Mitochondriale 16S RNA Phylogenie von Blattkafern des SubtriBasysomelina Maximum-
Parsimonie-Rekonstruktion der chemischen Verteidigungsstrategien mit Bootstrap-Werten oberhalb der Verzwe
gungen (Phylogenie: A. Termonia). Rde novoSynthese betreibende Spezies; Grin: Sequestrierer; Blau: Spezies
mit gemischter Strategie der Biosynthese. In Kastchen sind Spezies markiert, die fir Transportuntersuchungen ve

wendet wurden. Wirtspflanzen: /B:Betulaceae; /S: Salicaceae; /P: Polygonaceae; /Br: Brassicaceae; /R: Ranuncu
ceae.

Die meisten Blattk&ferlarven verteidigen sich mechanisch, z. B. durch Haare und Sklerite. Arten del
Cassidinaaeichern Abwehrstoffe der Wirtspflanzen in den Faeces [90] an und bauen daraus einen trag
baren Schild. Im Tribus Chrysomelini haben viele Spezies chemische Methoden zur Verteidigung ent
wickelt. Aus Driisenreservoiren kann ein Wehrsubstanzen enthaltendes Sekret [55, 91] angereichert ul
bei Gefahr entlassen werden [92, 93].

Blattkaferlarven der Subtribus Chrysomelina (Abb. 2.5) und Phyllodectina besitzen neun paarige Tu:
buli auf ihrem Meso- und Metathorax sowie auf den ersten sieben Abdominalsegmenten (Abb. 2.3 unc
Abb. 2.6). Nur ein Drusenpaar findet sich zwischen den Abdominalsegmenten 7 und 8 bei den Subtribu
Gonioctenina und Paropsina und bei den Subtribus Chrysolinina und Doryphorina zwischen den Abdo
minalsegmenten 8 und 9 [12, 92-95].

Bei rauberischen Angriffen, wie beispielsweise durch Ameisen und andere Arthropoden, sind die Tiere
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Abbildung 2.6:Beispiele fur Blattkafer: Imagines, Larven und Eier. (&assida viridis(Griiner Schildkafer);

(B): Chrysolina fastuosgOvalaugiger Blattkafer); (C): kopulierendengelastica aln{Erlenblattkafer); (D)Phra-
tora-Spezies; (E)C. populi(GroRer Pappelblattkafer); (F): Larve (3. Stadium) @mpopuli(gut zu sehen die neun
paarigen Tubuli mit ausgestilptem Sekret auf dem Meso- und Metathorax, sowie auf den ersten sieben Abdomi-
nalsegmenten); (GXChrysomela lapponicanit deutlich erkennbaren Trépfchen von Wehrsekret auf Elytren und
Pronotum; (H): ménnliches Imago v@astrophysa viridulfAmpferblattkafer); (I): weibliches Imago vo8. vi-

ridula; (J): Eigelege vorC. lapponica (K): Larve (3. Stadium) vorPhaedon cochlearia@Meerrettichblattkafer).
(Photos: S. Discher, A. Burse).

in der Lage, Drisenreservoire, in denen sich das Wehrsekret befindet, durch Erhéhung des Hamolymph-
druckes oder Muskeleinsatz auszustilpen [42]. Die Abbildung 2.4 zeigt ein Photo und eine Zeichnung [94]
eines solchen Reservoirs.

Die wichtigsten Abwehrsubstanzen im Sekret der Larven kénnen folgenden chemischen Klassen von
Verbindungen zugeordnet werden: Iridoide, aromatische Aldehyde und Ester (Acetate, Isobutyrate, 2-
Metylbutanoate), HCN [12, 43, 52, 96]. Die Tabelle 2.2 gibt einen Uberblick iber Wehrsubstanzen inner-
halb der verschiedenen Subtribus der Chrysomelini.
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Tabelle 2.2Wehrverbindungen von Larven des Tribus Chrysomelini (nach Hilker, 1993 und Pasteels, 1982, 1984,
1989).

Subtribus gefundene Wehrverbindungen

Chrysomelina Iridoide,
Salicylaldehyd, Benzaldehyd, Juglon,
Isobutyrate, 2-Methylbutanoate, Alkyl- und Alkenylacetate

Phyllodectina Iridoide, Salicylaldehyd

Paropsina Benzaldehyd, HCN

Gonioctenia 6-Methyl-5-hepten-2-amans-2-Hexenal, Linalool,
2-Phenylethanol, 6-Methyl-5-hepten-2-ol

2.3 Biosynthese von Wehrverbindungen

2.3.1 de novoSynthese von Iridoid Monoterpenen

Blattkaferlarven der Subtribus Chrysomelina und Phyllodectina schiitzen sich in den meisten Fallen durc
cyclopentanoide Monoterpene (Iridoide) [91, 97, 98]. Diese dienen primér zur Abwehr von Ameisen [30,
99] und sind auch antimikrobiell wirksam [100]. Aus Markierungsexperimenten ist bekannt, dal’ diese
Verbindungen aus Mevalonsaute novogebildet werden konnen [101-163pIs Zwischenprodukt ent-

steht 8-Hydroxygeraniol [104], das glucosyliert und dann in das Reservoir transportiert wird [105]. Dort
finden zwei Vorgange statt: die Spaltung der glucosidischen Bindung und die Uberfiihrung der freien Al-
kohole durch eine Oxidase in Aldehyde [106—108]. In einem letzen Schritt werden die Iridoide durch eine
Cyclase und eine Isomerase gebildet (Abb. 2.7).

2.3.2 Sequestrierung phenolischer Glucoside

Einige Spezies deShrysomelaKladus haben Mechanismen entwickelt, glucosidisch gebundene Meta-
bolite ihrer Wirtspflanze aufzunehmen und fir die eigene Verteidigung einzusetzen. Hierbei handelt e
sich um aromatische Verbindungen wie Salicin. Diese werden unverandert in das Wehrsekret-enthaltenc
Reservoir transportiert, wo das Glycon abgespalten und der freie benzylische Alkohol zu einem Aldehyc
enzymatisch oxidiert wird [99, 107,109, 110].

2.3.3 Gemischte Strategie der Biosynthese

Larven derChrysomela interrupté&Gruppe verfligen tber beide oben vorgestellten Arten der Wehrsub-
stanzgewinnung. Innerhalb dieser Gruppe ist ein Wirtswechsel von Salicaceae (Weiden) auf Betulaces

1Siehe dazu auch Abbildung 5.13 auf Seite 40.
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de novo Synthese iridoider Monoterpene

Hamo- Reservoir
lymphe ,O
A OH Glu003|dase OX|dase ~o Cyclase
O
Fett- .0 s
korper OGIc Isomerase
L_MVA 8- Hydroxygeranlol 15 8-Oxogeranial 16 Chrysomelidial 17
Sequestrierung aromatischer Glucoside
Hamolymphe Reservoir
B %OGIc Glucosidase é/}H Oxidase é
Salicin 18 Saligenin 19 Salicylaldehyd 20
Sequestrierung und Veresterung von Blattalkoholen
Hamolymphe Reservoir OH / Aminosauren
C Glc ) R / Blatt-Alkohol-
@/\/J Glucosidase + HO“J\ Butyryltransferase @/\,
Blatt-Alkohol- )
glucosid 21 Blatt-Alkohol 22 Carbonsaure 23 Blatt-Alkoholester 24

Abbildung 2.7: Biosynthese der Wehrverbindungen im Subtrilisysomelina

A: de novaSynthese iridoider Monoterpene. Glucosidisch gebundenes 8-Hydroxygerdkenin mit der Nahrung
aufgenommen werden oder Gber den Mevalonat-Weg (MVA) biosynthetisiert und dann ins Reservoir transportiert
werden, wo durch Hydrolyse 8-Hydroxygeranid freigesetzt wird; Oxidation der Alkoholfunktionen bildet den
reaktiven Dialdehyd 6 (Dial) und Cyclisierung fuhrt zum Iridoid 7.

B: Sequestrierung von phenolischen Glucosiden. Metabolite der Wirtspflanze (38)iwiarden tber die Nahrung
aufgenommen und gelangen ins Reservoir, wo durch Hydrolyse (Salig@nimd Oxidation der Alkoholfunktio-

nen phenolische Aldehyde (Salicylalde3@ entstehen.

C: gemischte Strategie der Biosynthese. Glucosidisch gebundene Blatt-Alkohole (z. B. glucosidisch gebundener
Phenylethano21) der Wirtspflanze werden ins Reservoir transportiert und dort, nach Hydrolyse, zum freien Blatt-
Alkohol (Phenylethanol?2), mit, aus Aminosauren (Valin, Isoleucidg novosynthetisierten, Carbonsaur2é zu
Blatt-Alkoholesterr24 umgesetzt.

In allen drei Fallen missen mindestens zwei Membranen passiert werden: Darm — Hamolymphe und Hamolymphe
— Reservoir.

(Birken) mehrfach unabhé&ngig voneinander erfolgt [88, 89]. Ein eindrucksvolles Beispiel fur solch eine
Anderung des Wirtes, und die damit verbundenen Auswirkungen auf die Chemie des Wehrsekretes, lie-
fern Larven vorC. lapponicada von diesen Blattkafern allopatrische Populationen (Weide: Finnland und
Frankreich; Birke: Tschechischen Republik) bekannt sind [51].

Die Larven verfligen Uber eine sehr breite Palette unterschiedlicher Abwehrsubstanzen (69 identifi-
zierte Verbindungen) [91, 111] (Abb. 2.8), deren Zusammensetzung allerdings sehr stark von den Inhalts-
stoffen der Wirtspflanze abhangt [44,112,113].

Das Sekret auf Weiden lebender finnischer Tiere ahnelt denCvgopulioder anderen typischen
Sequestrierern, da es zum grof3ten Teil Salicylalde2énthalt, den die Larven aus dem Salicin der
gefressenen Weidenblatter sequestrieren [114]. In sehr geringen Mengen sind Ester von Blatt-Alkoholen

2Im Folgenden werden mit Blatt-Alkoholen alle Alkohole in Blattern bezeichnet, die auch BlattalkoEpHEX-3-en-1-
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vorhanden, die aus aufgenommenen, glucosidisch gebundenen Alkoholen (Blatt-Alkoholen) der gefress
nen Blattern undle novaosynthetisierter Isobuttersédure oder 2-Methylbuttersaure gebildet werden [112].

Bei in Frankreich gefundenen Tieren wird neben einer grofen Menge Salicylaldehyd auch viel Blatt-
Alkoholester im Sekret detektiert.

o & b6

Salicylalkohol 19 Salicylaldehyd 20 Benzaldehyd 25 Phenylacetaldehyd 26
(Saligenin)
o, OH
(0]
Ho\n)\ HO);\ )]\
OH
o 0
Isobuttersaure 27  2-Methylbuttersaure 28 Benzoesaure 29 Essigsaure 30
NN o
~
Phenylethanol 31 Benzylalkohol 32 Hexanol 33 (32)-Hex-3-en-1-ol 34
(Rosenalkohol) (Blattalkohol)
OH
OH Ester aller primérer und
OH sekundarer Alkohole:
Wv HO/\/ indirer
OH I -Isobutyryl
-2-Methylbutyryl
OH yloutyry
1,3-Hexandiol 35 1,2-Ethandiol 36 (E)-8-Oxylinalool 37

Abbildung 2.8:Substanzen im Wehrsekret v@ lapponicaLarven (nach Hilker, 1994). Es finden sich Sali-
cylaldehyd?20, der sequestriert wird, daneben Aldehyde wie Benzaldét®ydnd Phenylacetaldehy26. Nach-
geweisen sind auRerdem Carbonsauren (Isobutter@au@Methylbuttersaur@8), die aus kdrpereigenen Ami-
nosauren hergestellt werden, Benzoes@l@aind Essigsdur@0, und auch Ester dieser Sduren mit Alkoholen
(PhenylethanoB1, Benzylalkohol32, Hexanol33, (32)-Hex-3-en-1-0l34, 1,3-Hexandiol35, 1,2-Ethandiol36,
(E)-8-Hydroxylinalool37, Saligeninl9), zumeist pflanzlichen Ursprungs.

Bestimmte tschechische Populationen leben auf Birken. DiedaepponicalLarven verfigen nicht
Uber Salicylaldehy@0 im Wehrsekret, weil Salicid8in den Blattern von Betulaceaen nicht vorkommt;
hier besteht das Sekret aus grol3eren Mengen an Blatt-Alkoholestern.

Bei C. lapponicakdnnen die Auswirkungen eines Wirtspflanzenwechsels auf die Zusammensetzung
des Wehrsekretes beobachtet werden.

Alle oben bei Lepidopteren und Kafern vorgestellten Sequestrierungsphanomene verlangen verschi
denartige und komplexe Anpassungen des Stoffwechsels der Insekten an die entsprechenden Subst
zen. Zum einen mussen Wege gefunden werden, die Verbindungen aufzunehmen und zum Speicher:

ol) beinhalten.
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zu transferieren, zum anderen dirfen keine toxischen Substanzen in den Korper des Insektes gelangen
und mit eigenen, wichtigen physiologischen Prozessen interferieren. Dies erfordert eine gezielte Aufnah-
me pflanzlicher Metabolite sowie spezifische Transportmechanismen in geeignete Speicherkapazitaten im
Korper des Insektes [115].

Die meisten Untersuchungen von Sequestrierungsprozessen sind phdnomenologischer Natur. Nur we-
nige Arbeiten befassen sich mit dem Transport von Metaboliten auf molekularer Ebene (z. B. [27, 48, 78,
105]).

3 Methoden zur Untersuchung von Trans-
portmechanismen

Transportprozesse spielen in der belebten Natur eine wichtige Rolle. Sowohl bei prokaryotischen als
auch bei eukaryotischen Lebewesen missen Metabolite, die zur Speicherung oder Weiterverarbeitung vor-
gesehen sind, oder Substrate, die eine physiologische Wirkung erzeugen sollen, vom Ort ihrer Aufnahme,
Entstehung oder Bildung an den Ort ihrer Bestimmung transportiert werden.

Dabei mul3 die Lipiddoppelschicht der Zellmembranen durchquert werden, deren hydrophobes In-
neres als Barriere fur den Durchtritt der meisten polaren Molektle wirkt. Innen- und Aul3enseiten von
Membranen sind stets unterschiedlich, auch findet sich oftmals ein elektrisches Potential [116], was einen
Durchtritt nochmals erschweren kann. Die Abgrenzungsfunktion ermdglicht den Zellen, unterschiedliche
Konzentrationen von Solventa in verschiedenen Kompartimenten aufrecht zu erhalten [116]. Um diese
Barrieren sinnvoll zu nutzen, miussen die Zellen Gber geeignete Mechanismen verfiigen, bestimmte Mole-
kile oder lonen durch die Membranen zu schleusen.

Von Interesse sind hier verschiedene Aspekte von Transportphdnomenen. In den meisten Féllen laf3t
sich fur ein Substrat mindestens ein Membrandurchtritt feststellen, beispielsweise wird das gleiche Mo-
lekdl in verschiedenen Kompartimenten eines Organismus gefunden oder Konzentrationsgradienten oder
Potentiale werden an Membranen auf- oder abgebaut.

Lipophile Molekile wie Steroidhormone sind in der Lage, durch einfache Diffusion in Richtung ei-
nes Konzentrationsgradienten die Lipiddoppelschicht zu passieren. Die durch Ausgleich von Konzentra-
tionsunterschieden vermehrte Entropie sorgt fur die benétigte Energie [117]. Anorganische lonen und
wasserlosliche, organische Molekile hingegen werden mittels Transportproteinen durch die Membran
geschleust. Dabei kdnnen auch lonengradienten von lonen wiglideEnergie flir den Membrandurch-
tritt durch erleichterte Diffusion Uber spezielle Kanale (passiver Transport) liefern. Daneben gibt es noch
Transportprozesse, die Konzentrationsgradienten entgegengesetzt verlaufen. Fur diesen aktiven Transpor
mul Freie Enthalpie aufgewendet werden, die aus dem gleichzeitigen Abbau anderer Gradienten oder aus
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energiereichen Verbindungen, wie der Hydrolyse von ATP, stammen kann [116].

Zur Untersuchung, ob ein Transportphdnomen aktiver oder passiver Natur ist, bedarf es geeignets
Sonden. Diese sollten den betrachteten Transport méglichst wenig stéren oder veréandern. Aul3erdem sc
ten sie gut zu detektieren sein, sei es durch optische Methoden wie Fluoreszenzmarkierung oder Messu
der UV Absorption oder durch chemisch-analytische Methoden, wie Massenspektroskopie, oder physike
lische Methoden, wie z. B. Messung von Potentialen beim Patch Clamping. Zudem sollten Transportson
den leicht verfiigbar, d. h. kommerziell erhaltlich oder verhaltnismaRig leicht herzustellen sein.

Oftmals werden Glycosidtransporter molekulargenetisch untersucht. Hierdurch sind Aussagen ube
Primar- und Sekundarstruktur von Transportproteinen und Identifikation von in den Transportern invol-
vierten Aminosauren moglich.

Das Problem, welche molekularen Parameter des Substrats den Transport ermdglichen, welche stru
turellen Anforderungen erfillt sein missen und welche Strukturen und chemische Funktionalitdten del
Transport zusammenbrechen lassen, laf3t sich nur auf chemischem Wege klaren [118, 119].

Als geeignete Sonden bieten sich mit stabilen Isotopen wie Deuteriurtf Ghaharkierte Verbindun-
gen an. Der Einbau der schwereren Isotope muf3 im Falle von Deuterium selbstverstandlich an nicht azide
Stellen im Molekdil passieren, damit die Markierung nicht durch Austauschreaktionen mit Protonen aus
der Umgebung verloren geht. Der Einbau sowohl von Deuterium als auch von Kohlenstoffisotopen im
Glycon oder Aglycon eines Zuckers erfordert oftmals erheblichen synthetischen Aufwand. Vorteilhaft ist,
dal3 dabei die chemischen Eigenschaften der Verbindung nicht verandert werden und es immer selekti
Nachweisverfahren wi€C-NMR und MS gibt [120, 121].

Synthetisch genauso anspruchsvoll ist die Isotopenmarkierung mit radioaktiven Isotopen wie Triti-
um. Der Nachweis radioaktiv markierter Verbindungen ist recht empfindlich. Als Voraussetzung musser
Labore Uber entsprechende Sicherheitsvorkehrungen verfiigen.

Eine weitere Mdglichkeit zur Markierung besteht darin, die Sauerstoffbriicke in Glycosiden durch an-
dere Atome auszutauschen [122]. Der Ersatz durch Kohlenstoff fuhrt zu sehr stabilen C-Glycosiden [123-
125]. Als Vorteil der eingebauten Methylengruppe erweist sich die Ahnlichkeit zum Sauerstoffatom be-
zuglich Bindungswinkel und Grof3e. Nachteilig wirkt sich das Fehlen von freien Elektronenpaaren aus,
weshalb keiné-typischen Wasserstoffbriickenbindungen eingegangen werden kénnen [126]. Die Syn-
these solcher Verbindungen kann mitunter recht anspruchsvoll sein. Weniger schwierig ist es, anstelle d
Sauerstoffs eine Stickstoffbriicke ins Molekul einzubringen, wobei allerdings, bedingt durch die freien
Elektronenpaare am Stickstoff, mit erhdhter ReaktivitatideSlycosids gerechnet werden muf3.

Einen guten KompromifR zwischen Reaktivitat, struktureller Ahnlichkeit und Syntheseaufwand bieten
Thioglycoside [127].



3.1 THIOGLYCOSIDE 13

3.1 Thioglycoside

Bei Thioglycosiden handelt es sich um Verbindungen, bei denen das Glycon und das Aglycon anstatt tber
eine Sauerstoffetherbriicke mittels einer Thiobriicke miteinander verbunden sind [126].

Thioglycoside sind natirlich vorkommend@rGlycosiden in chemischen und physikalischen Eigen-
schaften sehr &hnlich [128]. Allerdings ist Schwefel deutlich gréRer als Sauerstoff und weniger elektrone-
gativ, was zur Folge hat, dafl3 Bindungen im Vergleich zum leichteren Homologen weniger polarisiert und
langer sind. Ein anderer wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Chalkogenen besteht in der deut-
lich geringeren Neigung von Schwefel zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen. Die Abbildung
3.1 zeigt, dal3 die Einfuhrung von Schwefel in Salicin Salicin nur wenige Auswirkungen auf die Struk-
tur hat. Lediglich die Bindungslangef@{, — O =1,39 AundCq. -0 =1,414; C,, —S=1,77 A
und Cgie — S = 1,80 A) und -winkel (/(Cy — O — Caye) = 117,7°, /(Cor — S —Cqie) = 102, 4°) der
Brucke sind leicht verandert [129].

Abbildung 3.1:Superposition der Kristallstrukturen von Salidifi (graue Atome) und Thiosalici®8 (schwarze
Atome). (B. K. Feld).

Diese Verbindungen wurden urspriinglich in der Pharmakologie zur Inhibierung von Enzymen oder
Untersuchung von Membranproteinen eingesetzt [128, 130-132]. Der grof3e Unterschi€lyaosiden
besteht in der Bestandigkeit gegentber hydrolysierenden Enzymen wie beispielsweise Glucosidasen [133].
Fur diese Arbeit bedeutet das: durch Analyse von verschiedenen Geweben lassen sich Transportwege
nachverfolgen, da die strukturanalogen Thioglycoside zwar transportiert aber nicht gespalten werden. Im
Gegensatz zu den hydrolysierten und daher nicht unmittelbar nachweisbaren Sauerstoffanalogen reichern
sich die Schwefelverbindungen also in dem betreffenden Gewebe an, was leichte Analyse und Quantifi-
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zierung ermdoglicht [134].

Beim praktischen Einsatz an Ratten [134] und bei der Fltterung von Thioglycosiden an Insekten [129
zeigen sich keine toxischen Eigenschaften sowie keine Inhibierung von Transportprozessen. Das FralRve
halten von Blattk&ferlarven wird nicht wesentlich beeinflul3t (Abschn. 9.2.1). Weitere Vorteile von Thio-
glycosiden sind die leichte synthetische Zuganglichkeit durch Koenigs-Knorr- [135-137] oder Mitsunobu-
Kopplung [138, 139] und die gute Quantifizier- und Detektierbarkeit mittels LC-MS.



Il Haupttell

4  Aufgabenstellung

4.1 Untersuchung von Transportmechanismen bei Blattkaferlarven
(Coleoptera: Chrysomelidae)

Blattkaferlarven der Subfamilie Chrysomelinae haben im Verlauf ihrer Abstammungsgeschichte mehrfach
unabhéngig voneinander Fahigkeiten zur Sequestrierung von glycosidisch gebundenen Pflanzenmetabo-
liten entwickelt. Aus vorangegangenen Arbeiten [129] ist bekannt, dal3 die Spezids, m&oSynthe-

se von iridoiden Monoterpenen betreiben, auch befahigt sind, Vorstufen der eigenen Wehrverbindungs-
Biosynthese (8-Hydroxygeranylglucosid, Abb. 2.7A), wenn diese in den Pflanzen vorkommen, unver-
andert mit der Nahrung vom Darm ins Reservoir zu transportieren. Die Spezies, von denen Sequestrie-
rung ihrer Wehrchemie angenommen wi@hfysomel&ladus), nehmen unterschiedliche Glucoside ih-

rer Wirtspflanze auf. Meistens wird Salicli® sequestriert, wobei im Reservoir Salicylaldel@bebildet

wird (Abb. 2.7B). Larven der sogenannt&h interruptaGruppe nehmen Glucoside von Blatt-Alkoholen,

wie PhenylethandBl, Benzylalkohol32 oder (Z)-Hex-3-en-1-0l34 auf und verestern diese niie novo
gebildeten Carbonsauren zu entsprechenden Blatt-AlkoholeztéaAbb. 2.7C). Bei allen drei Typen der
verschiedenen Wehrsubstanzen (Iridoide, aromatische Aldehyde, Blatt-Alkoholester) miissen mindestens
zwei Membranen, namlich die, die den Darm von der Hamolymphe trennt und die, die Hamolymphe und
Reservoir voneinander scheidet, passiert werden.

Welche molekularen Parameter bei diesen Transportvorgdngen eine Rolle spielen, und ob es sich dabei
um einen aktiven oder um einen passiven (beispielsweise durch Diffusion) Transport handelt, ist nicht
bekannt.

Im ersten Teil dieser Arbeit soll die Art des Transportes der glycosidisch gebundenen Metabolite
(aktiv oder durch Diffusion) charakterisiert und zudem geklart werden, welche strukturellen Elemente
oder physikalischen Eigenschaften des Substrates Uberhaupt einen Transport ermdglichen.

Hierzu werden die thioanalogen Glucoside natirlicher Metabolite, wie Thios@8;iand die Thio-
glucoside von 8-Hydroxygerani@lé und verschiedener Blatt-Alkohole synthetisiert, aber auch Analoga
insbesondere des Thiosalicins hergestellt, die von ahnlicher Struktur sind und vergleichbare physikalische
Eigenschaften, wie die Polaritat und den Diffusionskoeffizienten, besitzen.
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Ziel dieses Teils der Arbeit soll es somit sein, in allen drei Gruppen von Blattkaferlaeenayvo
Synthetisierer, Sequestrierer u@d interruptaGruppe) die Transportfahigkeiten fir Glycoside in den
Larven zu charakterisieren. Die Bedeutung von Transportsystemen fir die evolutive Entstehung chemisc
so deutlich unterschiedlicher Wehrsubstanzen im Sekret der Larven soll geklart und hieraus soll ein Mo
dell entwickelt werden, wie und unter welchen Voraussetzungen sich der Transportprozef3 im Verlauf de
Evolution verandert haben kénnte.

In diesem Kontext soll auch untersucht werden wo die Biosynthese von Iridoiden in archetypischer
Blattkaferlarven zu lokalisieren ist.

4.2 de novoSynthese und Sequestrierung inChrysomelaKladus —
Untersuchung des acylierenden Enzyms bé&l. lapponica

Bei Larven derC. interruptaGruppe ist bekannt, daf3 diese in ihrem Wehrsekret Uber Ester (Isobutyra-
te und 2-Methylbutyrate) verfligen. Diese Butyrate werden aus sequestrierten, glucosidisch gebundent
Blatt-Alkoholen der Wirtspflanze und Carbonsauren, aus Aminoséauren (Valin, Isoleaanoyvosynthe-

tisiert, gebildet [112]. Im Sekret der Larven finden sich nur wenige Enzyme im Vergleich zur Hamolym-
phe. In der Literatur [110] sind eine Oxidase und eine Glucosidase beschrieben, die tbrigen Proteine ir
Sekret sind unbekannt. Fraglich ist auch, ob die Biosynthese Wehrverbindungen sich im Sekret oder a
anderer Stelle im Korper der Larve vollzieht. Der Verlauf der Synthese dieser Ester ist unbekannt.

Es soll geklart werden, ob die Ester im Sekret onlapponicaim Korperinnern der Larve oder
im Reservoir entstehen, ob bei der Transformation von Alkoholen zu Estern ein Enzym beteiligt ist und
welche Substrate dieses akzeptiert.

Es soll untersucht werden, ob die Alkohole im Sekret der Larven ausschliel3lich pflanzlichen Ur-
sprungs sind, da einige Verbindungen, wie Benzoesafnend Essigsaur80, keine glucosidisch ge-
bundene Pendants in der Wirtspflanze besitzen bzw. dort nur in geringeren Mengen vorkommen. Durc
Futterung isotopenmarkierter Aminosauren konnte, bedingt durch den Einbau der Isotope in Wehrsuk
stanzen, geklart werden, ob Verbindungen auch vollstéaseligovasynthetisiert werden konnen.

Gegenstand von Untersuchungen dieser Arbeit soll auch sein, welche sequestrierenden Spezies :
eigenen Biosynthese befahigt sind und welche pflanzliche Metaboliten aufzunehmen vermaégen.

Dartberhinaus soll geklart werden, welchen Einflul3 bei der Biosynthese von Wehrverbindungen in-
volvierte Enzyme und Transportmechanismen auf die Evolution dieser Tiere haben.

Die erzielten Ergebnisse sollen letztendlich als Diskussionsgrundlage dienen, oé dooSyn-
these der archetypische Mechanismus ist und die Fahigkeit zur Sequestrierung sich erst spater hiere
entwickelt hat und die modernste Art der Biosynthese der gemischte Mechanismus ist, wie bisher ange
nommen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Transportuntersuchungen mittels Thioglycosiden

Die Biosynthese von Wehrverbindungen bei Blattkaferlarven des Subtribus Chrysomelina (Abschn. 2.3)
bendtigt mindestens zwei Transportschritte durch Membranen. Derartige Transportphanomene lassen sich
gut mit Thioglycosiden (Abschn. 3.1) untersuchen.

Zur Durchfuhrung der Experimente war es notig, eine breite Palette verschiedener Substanzen, die
Thioanaloga natirlicher Metabolite, aber auch Derivate dieser Verbindungen, in ausreichender Menge
und Reinheit herzustellen. Diese Thioglycoside wurden dann durch Impréagnierung der Wirtspflanzen den
Tieren verfuttert, dann nach bestimmten Zeitintervallen die Konzentrationen in Hamolymphe und Sekret
bestimmt.

5.1.1 Synthesen und Reinigung der Stoffwechselsonden

Zur Darstellung phenolischer Thioglycoside hat sich eine Varinate der Koenigs-Knorr-Reaktion [136]
(Tab. 5.1) als geeignet erwiesen. Die Synthese von thioanalogen Blatt-Alkoholglycosiden war mit einer
Mitsunobu-Kupplung [139] (Tab. 5.2) schnell und effizient moglich. Die acetylierten Zwischenprodukte
wurden mit Methanolat oder Lithiumaluminiumhydrid entschtzt (Tab. 5.3). In beiden Féallen hat eine
zweistufige, bei dem 8-Hydroxygeranylderivat eine dreistufige Synthese zu den gewtnschten Produkten
gefuhrt.

Tabelle 5.1:Synthetisierte phenolische Thioglycoside (Prod.), Ausbeuten in %, sowie eingesetztes Glycon (Gly.)
und Aglycon (Agly.).

R' OAc R! OAc
2 o) s EtsN, CH3CN o)
AcO PR = R XRe
AcO OAc
Br

39R'=H,R?=0Ac 41-48 49 - 58
40R'= OAc, R?=H
Nr. Gly. Agly. X R? Prod. [%]
1 39 41 S Ph- 49 92
2 39 42 S 2—CHs—Ph 50 85
3 39 43 S 3—-CHs—Ph 51 83
4 39 44 S 4—CHz—Ph- 52 84
5 39 45 S 2-HOCOCH3—Ph— 53 84
6 39 46 S 3-HOCOCH3—Ph- 54 93
7 39 47 S 4—HOCOCH3;—Ph— 55 63
8 39 48 S 4—Methylcumarin—7—yl 56 82
9 39 48 O 4—Methylcumarin—7—yl 57 60
10 40 45 S 2-HOCOCH3—Ph— 58 50
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Tabelle 5.2:Synthetisierte Thioglycoside (Prod.) nach Mitsunobu, Ausbeuten in % , sowie eingesetzte Alkohole
(AlK.).

OAc Mitsunobu- OAc
o + R-OH protokoll o
- —_—
Aﬁ%omSH ADDP, PMe; A)l%o%ﬁ,s'R
OAc 31-34 OAc
59 60 61-64
Nr. Alk. R-OH Prod. [%0]
1 31 Ph-CH;CH;—OH 61 55
2 32 Ph—-CH;—OH 62 69
3 34 (3Z)—Hex—3—en—1—ol 63 82
4 60 8—Hydroxygeranylacetat?® 64 79

# Hergestellt durch Oxidation von Geranylacedmit SeO, [129, 140].

Die Reinigung der Substanzen erfolgte anfanglich mittels MPLC, spater mittels High Speed Counter-
current Chromatography (HSCCC), da mit der Gegenstromchromatographie gleich gute Produktreinhe
ten, bei deutlich reduziertem Lésungsmittel- und Zeitaufwand, erzielen werden konnte. Alle synthetisier-
ten Thioglycoside sind mit Ausbeuten in Tabelle 5.3 aufgefihrt.

Tabelle 5.3Entschitzung aller synthetisierten Thioglycoside.

R' OH
49_58 Entschitzung R2 lo) e
61 -64 HO ¥ R
38
66 -78
Verb. R! R? R? X [%]
38 H OH 2-HOCH,—Ph S 50
66> H OH 8—Geranyl S 72
67 H OH (3Z)—Hex—3—en—1-yl S 67
68> H OH Ph—(CHy)y S 96
6> H OH Ph—CHo S 96
70 H OH 4—CH3;—Ph- S 96
71" H OH 3—CH3;—Ph- S 99
72> H OH 2-CH3—Ph S 98
7 H OH Ph- S 63
74 H OH 4—HOCH;—Ph- S 57
7% H OH 3-HOCH;—Ph- S 40
76> H OH 4—Methylcumarin—7—yl S 99
77 H OH 4—Methylcumarin—7—yl O (0%
78 OH H 2-HOCH;—Ph- S 57

@ Entschiitzung miLiAlH, [129].
b Entschiitzung miNaOCH, .
¢ Das Produkt farbt sich an Luft und Licht schnell braun und zerfallt.



5.1 TRANSPORTUNTERSUCHUNGEN MITTELS HIOGLYCOSIDEN 19

5.1.2 Synthese acylierter Glycoside

Larven vonC. lapponicasind in der Lage, primare und sekundére Alkohole zu verestern (Abschn. 5.4.2),
wodurch auch Thioglycoside, vor allem an Position 6 des Zuckers, acyliert werden. Zur Quantifizierung
der Verbindungen mittels HPLC-MS, war es notig Referenzen zu synthetisieren. Dazu wurden Vinyl-
butyrate von Isobuttersdu@/ und 2-Methylbuttersaur@8 durch Umesterung von Vinylacetat herge-
stellt [141-143], und die Produkte in einer enzymatischen Reaktion mit einer Lipas&avaiida antarc-

tica (Novozym©435) erzeugt [144—-151]. Synthetisierte in 6-Position acylierte Glucoside sind in Tabelle
5.4 dargestellt.

Tabelle 5.4Synthese acylierter Glycoside.

2
OH (o) i
M Novozym 435 0™
HO O Xepy * O RE ——————> 5
HO R |% THF, Pyridin HO X~g!
OH

OH HO
Nr. Subst. X R! R? Prod. [%]
1 18 O 2—-HOCH;—Ph- CHs— 79 80
2 72 S 2-CH;—Ph- (CH3),CH-* 80 2
3 67 S (32)-Hex—3-en—1-yl (CH;),CH-* 81 <1

& Synthese der Vinylbutyrate durch Umesterung von Vinylacetat
in Gegenwart vorHg(IT)(AcO), [141].

5.1.3 Synthese von Referenzestern

Sekret vorC. lapponicaLarven wurde mit Alkoholen umgesetzt (Abschn. 5.4.2). Zur ldentifizierung der
gebildeten Ester im GC-MS-Chromatogramm wurden Referenzsubstanzen hergestellt (Tab. 5.5).

Tabelle 5.5Synthese von Referenzestern.

OH DMAP, DCC OR2
D GEREIE =
R’ (o} R! (o}

Nr. R! R? Prod. [%]
1 H 1—Heptanyl 82 96
2 H 2—Heptanyl 83 45
3 H 3—Ethyl—3—pentanyl 84 <1
4 CHs— 1—Heptanyl 85 99
5 CHs— 2—Heptanyl 86 41
6 CHs— 3—Ethyl-3—pentanyl 87 <1
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5.1.4 Analytische Methodenentwicklung

Zur Identifizierung und Quantifizierung von gefutterten Thioglycosiden in der Hamolymphe und im Se-

kret von Larven erfolgte die Untersuchung der Proben mittels LC-MS, die Identifikation der jeweiligen

Substanzendurch die Retentionszeit und das Massenspektrum. Eine Quantifizierung war durch Aufnahn
von Eichgeraden fir alle getesteten Substanzen moglich. Peakflachen des HPLC-Chromatogramms bz
des MS-Chromatogramms der analysierten Substanzen wurden zusammen mit den jeweiligen Steigung
der Eichgeraden in Gleichung (GI. 5.1) eingesetzt, wodurch sich die Konzentration im Sekret bzw. del
Hamolymphe {s) ermitteln liel3:

Va Ve A (Gl.5.1)

Cs — ——
Ve mg m

V, ist das Volumen der Anfangslosunigg das eingespritzte Volumen,ist der Verdinnungsfaktor der
Probe,Vy der Faktor zur Korrektur des injezierten Volumens (hieni®0 mg die Masse des abgenom-
menen Sekretes] ist die gemessene Peakflache (in derselben Einheit, wie die Steigung der Eichgeraden
die durch den Buchstaben reprasentiert wird) und ist ein Faktor zur Umrechnung der Einheiten. Li-
nearitat der Eichgeraden kann fir Messungen von 0,05 mM Lésunged (Bfgktionsvolumen) bis 10

mM Ldsungen (3ul Injektionsvolumen) gewéhrleistet werden. In diesem Konzentrationsbereich waren
die Standardabweichungen verhaltnismaRig klein. Bei verdiinnteren Lésungen sind die Substanzpea
nicht mehr leicht vom Hintergrundrauschen zu unterscheiden und bei stark konzentrierten Loésungen wir:
die Kapazitat der Saule Uberschritten, wodurch die Peaks nicht mehr symmetrisch werden. Das Limi
der eingesetzten Detektoren (UV, MS) liegt ebenfalls in dem genannten Bereich, was sich z. B. in eine
asymptotisch verlaufenden Eichkurve auf3ert. Die UV-Absorption bei 224 und 254 nm, die Gesamtio-
nenintegration (TIC), sowie die Integration der intensivsten lonen (SIM) (Abschn. 8.5.1) wurde in jedem
einzelnen Fall betrachtet und auf Konsistenz der Werte tberprift. Hierbei sollten die Mittelwerte aller
Messungen innerhalb der Fehlergrenzen liegen. Diese Grenzen liel3en sich durch eine Rechnung der F
lerfortpflanzung fur mittlere Fehler nach GauR fir eine Funkgiea f(z1, ..., x,) nach Gleichung (Gl.

5.2) abschatzen [152], wobej, die Standardabweichung der Grol3e ist:

Sy = \JE"; (ng;) Sz,? (GI.5.2)

Als Standardabweichungen wurden hierbei entweder kleinste ablesbare Einheiten oder Fehler lal

Datenblattern der Geratehersteller, fur die integrierten Peaks die Standardabweichungen fir mehrfacl
Integrationen desselben Peaks angenommen. Am meisten fehlerbehaftet sind die Massebestimmunc
(bis zu ca. 10% bei Sekretmengen </4f) und die Integrationen der Peaks und damit auch die Steigung
der Eichgeraden (bis zu ca. 5% bei wenig Thioglycosid in der Probe). Nach Einsetzen aller angenomme
nen Fehler und Ableitungen in obige Gleichung (Gl. 5.2) zur Fehlerrechnung ergibt sich ein abgeschatzte
Fehler fur die Messungen von bis zu ca. 50 nM Thioglycosid pro mg abgenommenem Sekret. Da die Mas
sebestimmungen des Sekretes ¥ormarginellanur mit einer Analysenwaagé<0,1 mg) durchgefuhrt
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werden konnten, lag hier der Fehler teilweise noch dariber (Abschn. 8.4). Fur die Hamolymphemes-
sungen ergaben sich Fehler von bis zu ca. 10 nM Thioglycosid pro mg abgenommener Hamolymphe.
Innerhalb dieser Fehlergrenzen waren UV- und MS-Messungen konsistent, jedoch lagen die gemessenen
Werte fir die Hamolymphe innerhalb dieses Bereiches. Die Anzahl der Messungen, die auf statistischem
Wege eine hohere Genauigkeit gewahrleistet hatten, liel3 sich allerdings nicht steigern, da hierfur nicht
geniigend Tiere zur Verfigung standen.

Die im Folgenden angegebenen Thioglycosidkonzentrationen sind durch Integration der intensivsten
lonen ermittelt, was auch bei Substanzen ohne Chromophor problemlos méglich war und verla3liche
Werte lieferte. Dieses Verfahren versagte allerdings bei der Untersuchung des Sekréletapmonica
(Abb. 5.2), bei der die Gesamtionenintegration angegeben wird, da die acylierten Thioglycoside deut-
lich unterschiedliche Intensitaten der einzelnen lonen, aber dhnliche Gesamtionenintegrationen wie die
unveranderten Thioglycoside aufweisen. In beiden Fallen zeigt der Vergleich mit den Werten aus den
UV-Messungen, dal3 die MS-Werte innerhalb der Fehlergrenzen ahnliche Ergebnisse liefern.

In Chromatogrammen ist ein deutlicher Peak sowohl im UV (224 nm, 254 nm) der HPLC als auch
bei der Betrachtung des MS-Laufes (TIC und SIM) zu beobachten. Dieser Peak kann leicht mittels des
Fragmentierungsmusters als das zu analysierende Thioglycosid identifiziert werden. Im APCI-Modus laf3t
sich stets der sukzessive Verlust von bis zu funf Hydroxygruppen in Form von Wasser, auf3erdem gut das
protonierte Pyranosylkation und, weniger deutlich, das Kation des Aglycons + H beobachten.

Abbildung 5.1 zeigt einen typischen MS-Lauf und das Massenspektrum bei der Analyse von Thiogly-
cosiden.

Nach Futterung von Thiosalicylalkohol sind die Proben zusétzlich noch mittels GC-MS untersucht
worden. Es liel3 sich allerdings kein Thioalkohol in der Hamolymphe oder im Sekret nachweisen.

5.1.5 Ziuchtung der Kaferlarven

Alle Spezies konnten in Weinschranken bei Temperaturen zwischiernti®20 C mit einem Tag/Nacht
Rhythmus von 16/8 h gehalten werddéh,cochleariaeund G. viridula auch im Labor (ca. 23C und
Tag/Nacht Rhythmen entsprechend der Jahreszeit) (Abschn. 9.1). Letztere waren unproblematisch zu fiit-
tern, da ChinakohlBrassica pekinensigianzjahrig in Supermarkten angeboten wird RuhexPflanzen

in der Umgebung des Institutes reichlich in der Zeit von April bis November wachsen.

Alle Spezies, die auf PappelRdpulug oder auf Hahnenfuligewachsdrafunculusleben, wurden
von Jacques Pasteels (Abschn. 9.1) gesammelt und direkt nach Jena verfrachtet. Fir das Uberleben de
gesammelten Eier oder jungen Larven war es wichtig, diese mdglichst schnell zu transportieren und bei
Ankunft sofort mit frischer Nahrung und Wasser zu versorgen. Transportzeiten von mehr als zwei Tagen
fuhrten insbesondere im Sommer zu sehr hoher Mortalitat der Larven und Eier.

Die Futterung mit den Wirtspflanzen war bei den meisten Spezies unproblematisch, bis auf die Larven
von C. populi die besondere Anspriiche an die Qualitat der Blatter stellten. Diese Tiere fressen nur junge
Blatter ausgesuchter Baume der richtigen WirtspflanzenspeziesRapBlus canadensisein Vorkosten
der Blatter auf Geschmack und Konsistenz ist hier empfehlenswert.
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Abbildung 5.1:TIC-Chromatogramm und Massenspektrum (APCI) von VerbinditBder Peak bei der Reten-
tionszeit von 11.23 kann aufgrund des Massenspektrums dem gefitterten Thioglycosid zugeordnet werden. Hauy
fragmente sind die quasimolekularen lori®h+ NHy]* (320) undM + H]™ (303). Gut erkennbar ist der Verlust

von funf Wassermolekilen (285, 267, 249, 231, 213) sowie das Pyranosylkation (164), im Gegensatz zum oftmal
nur schwach erkennbaren protonierten Kation des Aglycons (140).

5.1.6 Sekret- und Hamolymphegewinnung

Aufgrund der deutlich unterschiedlichen Gréf3e der Larvenspezies (Lange 3-20 mm) geben diese ve
schiedene Mengen an Sekret. Dieses Sekret ist am besten im Versuchs- oder Zuchtbehéltnis abzunehm
da bei jeder Beriihrung, also auch beispielsweise beim Transfer von impragnierten Blattern unter ein Mi
kroskop, die Larven ihre Reservoire ausstilpen und damit leicht Sekret durch Bertihrung mit der Pinzett
verloren gehen kann. AulRerdem werden die Tiere durch das Licht des Mikroskops und die taktile St
rung leicht ,nervos” und bewegen sich deutlich mehr, als wenn sie ungestort normalen Lichtverhaltnissel
ausgesetzt werden, beides erschwert nochmals die Abnahme von Sekret. Nur bei der sehr kleinen Spez
Hydrotassa marginell@mpfiehlt sich eine Sekretabnahme unter dem Mikroskop, da die Tiere derart klein
sind, daf3 die Sekrettrépfchen mit bloRem Auge kaum zu erkennen sind.

Sekret wurde mit kauflichen Borosilikatkapillafemit 0,67 mm AuBendurchmesser und 0,234 mm
Wandstarke abgenommen. Diese Kapillaren haben sich durch die symmetrische Geometrie und kantenlc
Verarbeitung als vorteilhaft erwiesen, da sie leicht gewogen werden konnen und die Tiere nicht verletzer

Die abgenommenen Sekretmengen von 10-1Ep®&urden mit einer Mikrowaage (Abschn. 8.4) be-
stimmt. Fur die anfanglichen Experimente stand ein solches Geréat nicht zur Verfiigung, was sich auch be
den Mel3werten, insbesondere wdnmarginella in hoheren Standardabweichungen widerspiegelt. Hier
ist, wie in vorhergegangenen Arbeiten beschrieben [129], durch mehrfache Wiederholung der Masseb:

Firma Hilgenberg
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Abbildung 5.2:MS-Chromatogramm und Spektren v@n lapponica48 h nach Fitterungsbeginn nti8. Bei

einer Retentionszeit von 9,61 min findet sich die eingesetzte Substanz, bei 12,67 und 13,39 min die korrespondie-
renden Ester, die aus den Spektren durch die Verschiebung der Peaks um 70 bzw. 84 m/z (entsprechend Isobutyryl-
bzw. 2-Methylbutyrlrest) abgeleitet werden kdnnen. Gezielte MS-Messungen dieser Derivate lie3en aufgrund des
Fragmentierungsmusters auf eine Acylierung an 6-Position des Zuckers vermuten.
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stimmungen des Sekretes eine Kompensation versucht worden.

Die Abnahme der Hamolymphe erfolgte zu Anfang von, durch kurzzeitiges Einfrieren getoteten, Tie-
ren. Dabei wurde den Larven mit einer Schere ein Bein abgeschnitten und die austretende Hamolymn
phe mit Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 0,8 mm aufgenommen und gewogen. Fir dies:
Messungen war eine Analysenwaage vollkommen ausreichend, da die Mengen an Hamolymphe sich i
Milligrammbereich bewegten. Mit zunehmender Geschicklichkeit konnte auch den lebenden, nicht einge
frorenen Tieren Hamolymphe abgenommen werden, indem mit einer Schere ein kleiner Schnitt zwische
Thorax und dem oberstem Glied eines Beines gesetzt und die austretende Hamolymphe, wie oben b
schrieben, gesammelt wurde.

Mdgliche Kontaminationen durch auf den Larven befindliche Testsubstanz schien bei vorsichtiger
Arbeitsweise kein Problem zu sein, da Sekret nur in Form von Trépfchen eingesammelt wurde, also bevc
sich das Sekret Uber den Kdrper der Larve ausbreitete und damit in Kontakt mit Testsubstanz von Aul3e
kommen konnte. Das Gleiche gilt auch fur die Abnahme von Hamolymphe, die bei geschickter Operatior
als Tropfchen austrat und somit nicht in Kontakt mit der Haut der Tiere kam.

5.1.7 Transportkinetik von Thiosalicin

Es ist in friheren Futterungsexperimenten gezeigt worden [129], dal3 Thioglycoside fir die untersuchte
Insekten prinzipiell nicht giftig sind, da diese Substanzen die Entwicklung von Larven nicht nachteilig be-
einflussen. Aul3erdem scheinen Larven @mpopuliunbehandelte Blatter ebenso zu fressen wie Blatter,
die mit Thiosalicin38impréagniert wurden (Abschn. 9.2.1).

Die Kinetik aus den Fitterungsversuchen (Abb. 5.3) zeigt deutlich das Ansteigen der Konzentratior
an Thiosalicin38 im Sekret mit der Zeit. Bereits nach 2 h ist das geflitterte Substrat im Sekret deut-
lich nachweisbar und die Konzentration steigt steil an, bis nach 16 Stunden eine Sattigung erreicht wird
Die Konzentration in der Hamolymphe bleibt Giber den gesamten Zeitraum in etwa gleich niedrig (< 10
nmol/mg). Auf eine statistische Auswertung dieser Werte wurde verzichtet, da die Konzentrationen zt
niedrig sind, um zuverlassige Integrationen der Peaks durchzufiihren. Das Hintergrundrauschen liegt s
wohl bei den UV-Messungen als auch bei den durch Massenspektroskopie ermittelten Werten bereits |
derselben GrofRenodnung wie die Peaks (Abschn. 5.1.4). Die angegebenen Werte spiegeln somit mag
cherweise fehlerbehaftete Konzentrationsmessungen der Hamolymphe wider. Immerhin zeigen sie, d:
Thiosalicin 38 zwar gut nachweisbar ist, aber im Vergleich zu den Konzentrationen im Sekret in deut-
lich geringeren Konzentrationen vorliegt. Ein diffusionsahnlicher Prozel3 kann ausgeschlossen werdet
da die Konzentrationen in der Hamolymphe ansonsten auch ansteigen mif3ten (deutlich Gber den Fehle
bereich hinaus), sogar wenn die Diffusion durch semipermeable Membranen hindurch verlaufen wirde
Zu bedenken ist dabei auch, daf3 eine Aufnahme des Thioglycosids aus dem Darm in die Hamolymph
noch in Richtung des Konzentrationsgradienten verlauft, der Import von der Hamolymphe ins Drisenre
servoir nach wenigen Stunden dagegen schon gegen einen Konzentrationsgradienten gerichtet ist. Dal
werden Konzentrationsunterschiede an Thioglycosid von bis zu zwei Grof3enordnungen erreicht (10-100
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nmol/mg). Diese Beobachtungen lassen auf einen aktiven Transportmechanismus durch Transportproteine
schliel3en.
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Abbildung 5.3:Kinetik der Thiosalicinaufnahme bél. populi Dargestellt sind die gemessenen Konzentrationen
von Thiosalicin38im Sekret (weil3) und in der Hamolymphe (grau) nach verschiedenen Zeitintervallen ab Fitte-
rungsbeginn von mit ThiosaliciB8impragnierten Blattern. Die Buchstaben tiber den Balken markieren signifikante
Unterschiede der Konzentrationen im Sekret (df=5 ; F=16,229; p=0,00). Fir die Zeitintervalle von 4, 8, 16 und 24
h ist n=6, bei t=2 h ist N=4 und bei t=48 h ist n=10.

AuBBerdem haben die Experimente gezeigt, dal} spatestens 24 Stunden nach Fltterungsbeginn eine
Sattigung erreicht wurde. In vorangegangenen Arbeitedéimovosynthetisierende Spezidd cochlea-
riae undG. viridula) konnten &hnliche Zeitwerte ermittelt werden [129]. Fur weitere Experimente wurde
deshalb ein Zeitintervall von 48 h von Beginn der Fltterungen bis zur Abnahme von Sekret gewahlt, um
Sattigung und verhaltnismanig kleine Varianzen zu gewahrleisten.

5.1.8 Transport von Thiosalicylalkohol beiC. populi

Die Fahigkeit von Blattkaferlarven zum Transport glycosidisch gebundener Metaboliten ist mit obigen
Versuchen zwar schon hinlanglich demonstriert worden, doch sollte getestet werden, ob auch das Aglycon
weitertransportiert wird. In FralBexperimenten mit Larven @populiwurden Blatter verfuttert, die mit
Thiosalicylalkohol88, also dem Thioaglycon von Salic88, impréagniert waren.

In den Proben von Sekret und Hamolymphe konnte mittels GC-MS kein Thiosalicylalkohol nachge-
wiesen werden. Uberraschenderweise zeigten die LC-MS Untersuchungen klar das Vorhandensein von
Thiosalicin38 nach Futterung des Aglycor@8. Das gefutterte Aglycon wurde somit glycosyliert. Die
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Abbildung 5.4:Thiosaligeninfutterung bet. populi Dargestellt sind die gemessenen Konzentrationen an Thiosa-
licin 38im Sekret 48 h nach Fltterungsbeginn von ThiosaB&iiweil?) und ThiosaligeniB8 (grau). Die gemesse-
nen Konzentrationen an Thiosalic3® unterscheiden sich signifikant (df=12,501; t=10,991; p=0,00) voneinander.

Abbildung 5.4 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen im Vergleich mit gemessenen Werten nac
Thiosalicinfutterung. Die in der HAmolymphe gemessenen Mengen sind innerhalb der Mel3genauigkei
gleich, unterscheiden sich jedoch erheblich voneinander fir den Import ins Sekret.

Mogliche Ursache fiir die Glucosylierung des Aglycons kdnnten die im Darm der Tiere befindlichen
Glucosidasen sein, die auch die Rickreaktion der Hydrolyse von Zuckern, also die Glucosylierung, ka
talysieren. Da die entstandenen Thioglycoside sich der Spaltung der Thiobriicke widersetzen, reichel
diese sich an und kdnnten von Transportproteinen erfal3t werden und genau wie Thi@Sadadiver ins
Reservoir der Tiere transportiert werden. Vermutlich ist somit kein bzw. nur sehr wenig Ad@goam
den Tieren aufgenommen worden.

5.1.9 Selektivitat der Transporter

Feld et al. haben bereits erste Hinweise flr selektive Transportsysteme gewinnen kénnen [105, 129]. |
Versuchen wurden phenolisckeGlucoside, aber auch Thioglycoside wie Thiosalidgund das Thio-
glycosid von 8-Hydroxygeranidd6 sowie zwei Derivate letztgenannter Verbindung gefuttert, bei denen
Hydroxygruppe und Glycon vertauscht sind (Glucd&®ibzw. gar keine Hydroxygruppe am terpenoiden
Grundgerist vorhanden ist (Gluco$i@) (Abb. 5.5).

Als Versuchstiere dienteR. cochleariaeG. viridula undP. laticollis als Vertreterde novoSynthese
betreibender Spezies, sovie populiundP.vitellinaeals geeignete Beispiele flr Sequestrierer.
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Abbildung 5.5:In Fitterungsexperimenten verwendete terpenoide Glucoside von Feld et al.. Gh&asid im
Gegensatz zu den Verbindunggund 90 von de novoProduzenten vom Darm ins Wehrreservoir transportiert.

Fur diese Arbeit wurden fur Futterungsexperimente Spezies ausgewahlt, die leicht zu handhaben und
an der Basis von Verzweigungen in der Phylogenie (Abb. 2.5) zu finden sind. AuRerdem sollten reprasen-
tativer Verbindungen fir alle drei Entwicklungsstufen im Wehrsekret getestet werden (Abschn. 2.3). Als
de novoSynthetisierer wurdehl. marginellaund P. laticollis ausgewéhlt, da diese Spezies parapatrisch
mit vielen sequestrierenden Spezies lebt. Als typischer Sequestrierer diente va€ afiepuli aber auch
P. vitellinag der zu Larven mit autogener Synthese von Wehrverbindungen naher verwandt ist als zu an-
deren Sequestrierern (Abb. 2.8). lapponicakommt in allopatrischen Populationen vor, und ist deshalb
als Beispiel fur eine gemischte Biosynthese ausgewahlt worden.

Alle getesteten Spezies weisen einen charakteristischen Transport fir verschiedene Thioglycoside auf.
Fur alle getesteten Verbindungen findet sich eine Anreicherung im Sekret. Die Konzentrationen kdnnen
sich dabei allerdings um den Faktor 500 unterscheiden. Die hdchsten gemessenen Konzentrationen sind
im molaren Bereich, was sogar zur Fallung der kristallinen Substanzen im Sekret der Tiere fuhrt. Bei
ahnlichen chemischen Strukturen (Glycosylrest + aromatisches oder aliphatisches Aglycon mit héchstens
einer weiteren Hydroxyfunktion) und damit annahernd gleichen physikalischen Eigenschaften wie bei-
spielsweise dem Diffusionkoeffizientesollten so deutliche Unterschiede in transportierten Mengen an
Thioglycosid nicht auftreten, zumal die Diffusion entgegen des Gradienten verlaufen mif3te. Im Folgen-
den werden diese Zusammenhange dargestellt und die statistischen Auswertungen fir die betreffenden
Spezies diskutiert.

In der Hamolymphe kann die jeweilige Testsubstanz eindeutig nachgewiesen werden, doch sind die
Konzentrationen nahe am Detektionslimit. Innerhalb dieser Grenzen erreichen vermutlich alle Thioglyco-
side unabhé&ngig von den getesteten Spezies etwa gleiche Konzentrationen von bis zu 10 fmel/mg
Aus diesem Grunde erscheint es wenig sinnvoll, die Himolymphedaten statistisch auszuwerten. Im Fol-
genden werden die ermittelten Werte fur die Hamolymphe aus diesem Grunde nicht mehr diskutiert und
nicht in den Graphiken dargestellt.

2Aus der Stokes-Einstein-Gleichung geht hervor, daR die Diffusion bei konstanter Temperatur von der Viskositat des Medi-
ums abhéngt [117]. Die Reibungskraft, die Kugeln — und als solche kénnen solvatisierte Molekille angenommen werden — ist
proportional zum Radius der Kugeln [153]. Die Solvathillen (Hydrathillen) der verwendeten Thioglycoside kénnen, aufgrund
der ahnlichen Strukturen und funktionellen Gruppen, als weitestgehend gleich (Radius) angenommen werden, wodurch Kugeln
mit &hnlichem Radius und damit &hnlichen Diffusionskoeffizienten betrachtet werden.
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Transport bei de novoSynthetisierern

Die gemessenen Konzentrationen an Thioglycosiden im Sekréd vorarginellaundP. laticollis wurden

mittels ANOVA statistisch untersucht, um Unterschiede in der Transportkapazitat festzustellen. Die Dater
vonH. marginell& sind nach der Gleichung:= in(w + 10) (Abschn. 9.6) und die Daten vd laticollis
logarithmiscH (¢ = in(w)) transformiert worden. Die Tabelle 5.6 gibt die statistischen Werte an, die fir
beide Spezies deutlich zeigen, dal3 sich nur die Transportrate des Thioglycosids von 8-Hydroxygeranic
66 signifikant von der anderer gefltterter Verbindungen unterscheidet.

:
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Abbildung 5.6:Thioglycosidtransport béil. marginellaundP. laticollis. Die Graphik zeigt die gemessenen Kon-
zentrationen (LC-MS) an verschiedenen Thioglycosiden im Sekret der Larven 48 h nach Fltterungsbeginn.

Den Melergebnissen ist zu entnehmen, Hafharginellaund P. laticollis ausschlieR3lich das Thio-
analogon des Glucosids von 8-Hydroxygerab@lalso des natlrlichen Substrates [106], im Sekret akku-
mulieren (ca. 700-1000 nmol/mg) (Abb. 5.6). Alle anderen getesteten Substanzen werden nur in deutlic
geringerem Umfang (ca. 0-100 nmol/mg) ins Sekret transportiert, selbst bei thioglucosidisch gebundene
Blatt-Alkohole geschieht dies praktisch gar nicht. Die Larven missen also ein selektives — allerdings nich
spezifisches — und aktives Transportsystem besitzen. Dieser Befund wird durch die Ergebnisse von Feld
al. unterstutzt [129], da auch dort qualitativ hohe Transportraten fiir das thioanaloge terpenoide Glucosi
66 gefunden wurden; die Derivate dieser Verbindung dagegen wurden nur in verringertem Ausmald i
Sekret vorde novoSynthetisierern detektiert.

Transport bei Sequestrierern

Zur Bestimmung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den transportierten Mengen an Thiogly
cosiden wurden alle Daten vdD. populiundP. vitellinaenach logarithmischer Transformation jeweils

3Diese Spezies ist recht klein und gibt entsprechend wenig Sekret ab (Abschn. 5.1.6). AuRerdem stand zu Beginn de
MefRreihen keine Mikrowaage zur Verfiigung. Die Addition von 10 soll der dadurch vergrof3erten MelRungenauigkeit Rechnung

tragen.
4Fir die Statistische Auswertung ist es unerheblich, wie die Daten transformiert werden, solange dadurch Homogenitat de

Daten erreicht wird (Abschn. 9.6).
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Tabelle 5.6Ergebnisse der statistischen Auswertung der Fltterungsexperimerte mamginellaundP. laticollis
nach Futterung mit verschiedenen Thioglycosiden. Unterschiedliche Buchstaben in der Spalte Gruppe markieren
signifikante Unterschiede zwischen den Verbindungen.

H. marginella P. laticollis
df=9; F=11,511; p=0,00 df=6; F=18,786; p=0,00

Verbindung N Gruppe N Gruppe
66 5 a 4 a
67 3 bc 3 c
68 4 b 3 bc
70 4 b - -
71 4 b - -
72 4 bc 3 b
73 3 b - -
74 3 c 3 bc
75 3 C - -
38 4 c 7 C
78 - - c

mittels ANOVA ausgewertet. Die Messungen ergaben verschiedene Transportkapazitaten. In beiden Fal-
len unterscheidet sich Thiosalic88 signifikant von allen anderen Thioglycosiden. Innerhalb der Thio-
glycoside unterscheiden sich nochmals zwei Gruppen von Verbindungen signifikant (Tab. 5.7). Anhand
der Mel3werte und der Statistik kdnnen subjektiv drei verschiedene Transportraten unterschieden werden:
gute Transportrate (Thiosalic88), geringe Transportrate (alle Kresolderivate) und sehr geringe Trans-
portrate (alle Derivate von Blatt-Alkoholen).

1000 4 1 C. populi
800 { [P vitellinae
600 { n.g. nicht getestet
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Abbildung 5.7:Thioglycosidtransport beC. populiundP. vitellinae Die Graphik zeigt die gemessenen Konzen-
trationen (LC-MS) an verschiedenen Thioglycosiden im Sekret der Larven 48 h nach Fitterungsbeginn.

Im Vergleich mit derde novoSynthese betreibenden Spezies (Abschn. 90) zeigen die Werte beziiglich
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Tabelle 5.7:Ergebnisse der statistischen Auswertung der Fitterungsexperimen@ yapuliund P. vitellinae

nach Futterung mit verschiedenen Thioglycosiden. Unterschiedliche Buchstaben in der Spalte Gruppe markiere
signifikante Differenzen zwischen den Verbindungen. Fir beide Spezies werden drei signifikant unterschiedlich
Transportraten gefunden.

C. populi P. vitellinae
df=10; F=24,812; p=0,00 df=5; F=14,028; p=0,00

Verbindung N Gruppe N Gruppe
66 7 c 7 b
67 5 c 5 C
68 5 C 5 C
70 4 b - -
71 4 b - -
72 6 b 5 b
73 6 b - -
74 4 c 5 b
75 5 c - -
38 10 a 7 a
78 10 b - -

der akkumulierten Substanzen ein gegenteiliges Bild. Nur Thios&@&wird in gro3eren Mengen trans-
portiert (ca. 1000 bzw. 350 nmol/mg). Die benzylische Hydroxygruppe hat entscheidenden Einflul3 auf
die Transportrate, da alle Kresolderivate in deutlich verringertem Ausmalf} (ca. 75 bzw. 10 nmol/mg) im
Sekret angereichert werden. Zudem ist die richtige Stellung der OH-Gruppen im Zucker wichtig, da auck
das Galactosid, bei dem eine Hydroxygruppe in Position 4 nicht wie in der Glucose aquatorial, sondert
axial steht, nur in stark verringertem Mal3e (ca. 75 nmol/mg) transportiert wird (Abb. 5.7). Interessan-
terweise fuhren also selbst kleinste Veranderungen an der Grundstruktur des Thio88l{€hscose +
ortho-benzylisches Aglycon) dazu, daf3 der Transport praktisch zusammenbricht (< ca. 25nmol/mg), wa:
auch dem deutlich reduzierten Transport der Positionsison?&rend 74 von Thiosalicin38 entnommen
werden kann (Abb. 5.7).

Es kann vermutet werden, dal3 die Transportproteine die Substrate durch Wasserstoffbriicken zu alle
Hydroxyfunktionen im aktiven Zentrum binden. Fehlende OH-Gruppen oder solche an falschen Positio-
nen reduzieren die Bindungseigenschaften des Substrates durch fehlende Wasserstoffbriicken, wodul
der Transport deutlich reduziert wird, jedoch nicht vollstandig verschwindet.

Bemerkenswerterweise ist der ThiosalicintransportPaeiitellinae geringer als beC. populi was
damit zusammenhéangen kdnnte, daf} zum einen erstgenannte SpaaewxaSynthetisierern sehr nah
verwandt ist (Genus Phratorini) [89] (Abb. 2.5) und zum anderen auch nicht so viel Salicylaldehyd im
Sekret gefunden wird wie b&. populi die zumChrysomelaKladus gehort mit ausschliel3lich seque-
strierenden Spezies.
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Die Statistik (Tab. 5.7) weist aus, dal3 es drei signifikant unterschiedliche Gruppen des Transports
gibt. Eine Gruppe bildet dabei immer das ThiosaliBBimit dem besten Transport. Dann gibt es eine
Gruppe von Verbindungen, die wenig im Sekret akkumuliert werden, wozu alle phenolischen Thiogly-
coside einschliel3lich des Galactosids gehéren, mit Ausnahme der Positionsisomeren von Tha&alicin
die ihrerseits zu der Gruppe mit einem geringeren Transport gehoren, wie auch die Derivate von Blatt-
Alkoholen und dem terpenoiden Glycosid.

Bemerkenswert ist zudem die augenscheinlich hohe Transportrate der Verbit8{eag300 nmol/mg)

(Abb. 5.7), die sich statistisch nicht vom Transport der Kresolderivate, wohl aber von dem des Thiosalicins
38 unterscheidet (Tab. 5.7).

Transport bei C. lapponica

Es wurde der Thioglycosidimport fur Tiere aus jedem Habitat (Finnland: Weide, Frankreich: Weide,
Tschechische Republik: Birke) statistisch mittels ANOVA untersucht.
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Abbildung 5.8:Import verschiedener Thioglycoside bei Larven y@nlapponicaaus verschiedenen Habitaten
nach Fitterung aualix capreaFin: Finnland; Quey: Queyras; Cze: Tschechien.

Fur die finnischen Tiere ergab sich kein wesentlicher qualitativer Unterschied beim Transport der vier
verschiedenen Thioglycosi@®, 67, 68 und38 (zwischen ca. 250-1000 nmol/mg), was durch die Statistik
bestatigt wird (df=3; F=4,886; p=0,032). Die Tabelle 5.8 gibt die Stichprobenzahl N und die Gruppenzu-
gehorigkeit jeder Verbindung wieder. Quantitativ unterscheidet sich der Transport des monoterpenoiden
Thioglycosids66 (ca. 1000 nmol/mg) vom Thiosalicintransp88 (ca. 250 nmol/mg).
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Trotz der quantitativen Unterschiede kann als Fazit konstatiert werden, dal3 alle getesteten Substa
zen in hohen Mengen von den Tieren aufgenommen werden kénnen, wenn die Ergebnisse des Transpa
bei de novoSynthetisierern und Sequestrierern (s. 0.) verglichen werden, bei denen jeweils eine Verbin-
dung in relativ hoher Quantitat, alle anderen Verbindungen dagegen in geringeren Mengen ins Reserva
transportiert werden.

Bei den Spezies aus Queyras in Frankreich wurden acht Substanzen getestet, darunter auch das ¢
lactosid. Statistisch gesehen besteht kein Unterschied zwischen den Glucosiden (Transportraten zwisch
ca. 150-800 nmol/mg), allerdings ein signifikanter Unterschied zum Galactosid (df=6; F= 37,125; p=0,00)
mit einer Transportrate von unter 10 nmol/mg.

Bei der statistischen Auswertung der MelRwerte der Allospezies auf Birke (Tschechische Republik)
fallt auf, dald der Transport des Geraniolderivates (ca. 100 nmol/mg) sich signifikant vom Import der
anderen Thioglycoside (ca. 300-500 nmol/mg) unterscheidet (df=4; F=13,864; p=0,00). Dieser Trenc
hat sich bereits bei den finnischen Tieren abgezeichnet, jedoch in umgekehrter Quantitat. Trotz diese
guantitativen Unterschiedes ist die Gré3enordnung des Transportes noch vergleichbar.

Tabelle 5.8Ergebnisse der statistischen Auswertung der Futterungsexperimenie kapponicaaus verschiede-

nen Habitaten (Fin: Finnland; Quey: Queyras, Frankreich; Cze: Tschechische Republik) nach Fitterung mit untel
schiedlichen Thioglycosiden. Unterschiedliche Buchstaben in der Spalte Gruppe markieren signifikante Differenze
zwischen den Verbindungen.

C. lapponicdFin) | C. lapponicdQuey) | C. lapponic4Cze)
Verbindung N Gruppe N Gruppe N Gruppe
66 2 a 2 a 4 a
67 - - 5 a - -
68 3 ab 5 a 4 b
69 - - 6 a - -
72 2 ab 2 a 4 b
38 5 b 7 a 3 b
78 - - 10 b - -

Alle drei getestetel. lapponicalokaltypen zeigen ahnliche, aber im Vergleich mit den anderen Spe-
zies deutlich veranderte Transportmuster. Hier ist keine Bevorzugung einer bestimmten ,Leitstruktur® zu
finden, es werden alle Thioglucoside in der gleichen Gréf3enordnung transportiert, einzig das Thiogalac
tosid78nicht (Abb. 5.8). Kleinere Unterschiede in der Statistik kdnnen durch die geringe Stichprobenzahl
verursacht sein, was sich auch in niedrigen F-Werten widerspiegelt.

Die Schluf3folgerung ist, dal? die Tiere vermutlich eine oder mehrere mafig selektive Transporter be
sitzen mussen. Die Existenz sehr vieler selektiver aber spezifischer Transporter ist unwahrscheinlich, c
auch das rein synthetische Kresolderivain groReren Mengen aufgenommen wird, fiir das kein selekti-
ver Transporter vorhanden sein sollte. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 die Tiere mehr
Transporter besitzen. Eine Moglichkeit ware beispielsweise ein Salicintransporter und ein wenig selek
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tiver Transporter fur Glucoside von Blatt-Alkoholen. In solch einem Fall ware der selektive Transporter
fur Salicin, wie er bei reinen Sequestrieren Wepopuliund P. vitellinaevorliegt, beibehalten worden

und ein zweiter Transporter hatte sich aus diesem oder mdglicherweise auch aus einem anderen Gluco-
sidtransporter in den Tieren entwickelt. Insgesamt kann also festgehalten werdén)aafonican der

Lage ist, Thioglucoside von mdglichen Blatt-Alkoholen und Thiosal88mufzunehmen.

Ubersicht liber alle getesteten Spezies

Die Abbildung 5.9 zeigt den Transport ausgewahlter Substanzen fur alle Larvenspezies, sie verdeutlicht
die unterschiedlichen Transportfahigkeiten in den einzelnen Gruppen von Blattk&ferlarven. Die Werte fur
C. lapponicasind zur besseren Ubersicht aus den Werten der einzelnen Habitate zusammengefaft, da die
statistische Auswertung keine signifikanten Unterschiede fiir den Transport der verschiedenen Glycoside
fur die drei verschiedenen Lokaltypen ergeben hat. Zu beachten sind dabei die Unterschiede im Transport
von Verbindungs6 (Abb. 5.8). Bei den MelRwerten fur diese Substanz ist jedoch zu bedenken, daf3 kein
Chromophor im Molekul vorhanden ist (Abschn. 5.1.4 und 90), was zu groReren Mel3fehlern durch un-
terschiedliche Acylierung der Thioglycoside fihren kann, au3erdem ist der F-Wert recht niedrig. Somit
spricht alles fur einen Transport in der gleichen Grof3enordnung.
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Abbildung 5.9:Ubersicht tiber den Thioglycosidtransport bei allen getesteten Spezies. Die Graphik zeigt die ge-
messenen Konzentrationen (LC-MS) an verschiedenen Thioglycosiden im Sekret der Larven 48 h nach Fitterungs-
beginn.

Der selektive Transport thioanaloger Verbindungen von in der Natur bedeutenden Metaboliten ist aus
der Graphik deutlich zu entnehmen. SpeziesddieovoSynthese zur Gewinnung von Wehrsubstanzen
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betreiben, kénnen nur das Thioglucosid von 8-Hydroxygeraniol in gré3eren Mengen transportieren. Da
entsprechend®-Glucosid ist ein wichtiger Metabolit bei der Biosynthese von Iridoiden (Abb. 2.7). Bei
den Spezies, die natlrlicherweise Salicin sequestrieren, wird nur Thiosag@iamgroRerer Menge im
Drusenreservoir angereichert. Alle gefitterten Glucoside werdernCvdapponicaaufgenommen und

ins Sekret transportiert. Auch hier handelt es sich um glucosidisch gebundene, mégliche Metabolite de
Biosynthese von Abwehrverbindungen, da diese Spezies ein breites Spektrum glucosidisch gebunder
Blatt-Alkohole der Wirtspflanze aufnehmen kann und dann fur eigene Wehrsubstanzen verwendet, wobe
das Aglycon im Sekret in Form von Butyraten nachweisbar ist.

Keine Spezies vermag Galactoside aufzunehmen. Derartige Zucker spielen allerdings auch keine Rol
bei biosynthetischen Prozessen zur Gewinnung von Wehrsubstanzen; weder éeinbeoSynthese
noch bei der Sequestration treten solche Verbindungen auf.

Als Ergebnis kann also festgehalten werden, dal3 Blattkaferlarven ein selektives Transportsystem b
sitzen, das Glucoside erkennt, woraus auf einen Glucosidtransporter geschlossen werden kann. Spielt r
ein Metabolit zur Gewinnung von Wehrverbindungen ein RoHe rharginella P. laticollis, C. populi
undP. vitellinag, wird auch das zugehdrige Aglycon als Kriterium flr eine Passage ins Reservoir einge-
setzt. BelC. lapponicawerden sehr viele verschiedene Glucoside zur Biosynthese von Estern zugelassen
entsprechend ist hier nur das richtige Glycon (Glucose), nicht aber das Aglycon fiir einen Transport ent
scheidend.

Aus den archetypischen Spezies, déenovaSynthese betreiben, haben sich SequestriereCwim-
puli und P. vitellinae entwickelt. Fir diesen Schritt haben sich Transportproteine, die bei Spezies mit
autogener Biosynthese fur den Transport von glucosidischen Metaboliten vorhanden sind, von einer
Substrat (Glucosid von 8-Hydroxygeranibd) an eine neue Verbindung (Salici®) anpassen muissen.

Der Vergleich zwischef. laticollis undP. vitellinaeist in diesem Zusammenhang besonders interessant,
da beide Spezies auf denselben Wirtspflanzen (Salicaceae) zu finden sind. Umgekehrt verhéalt es sich |
C. lapponica Diese Spezies kommt auf verschiedenen Phanerophyten vor (Salicaceae und Betulaceae
Diese Tiere verfuigen tber ein Transportsystem, das ein breites Spektrum verschiedener glucosidisch ¢
bundener Metabolite als Substrat zulaf3t. Hierdurch wird ein Wirtswechsel deutlich begtinstigt, da die
Larven nicht mehr nur auf einen einzigen Metaboliten (Salldhangewiesen sindle novaSynthetisie-

rer sind diesbeztglich von ihren Futterpflanzen harginella Ranunculacead®. laticollis: Salicaceae)

nicht so abhéngig wie Sequestrierer, da ihr Transportsystem unabhangig von Metaboliten in gefressens
Blatter nur Verbindundl4 transportieren muf3. Fur diese Tiere sollte es leichter méglich sein den Wirt
zu wechseln. Tatsachlich kommeda novaProduzenten auf vielen verschidenen Pflanzenfamilien vor, im
Gegensatz zu Sequestrierern, deren Wirtspflanzen sich auf wenige Familien beschranken [89].
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5.1.10 Konkurrenz-Futterungsexperimente von Thioglycosiden beC. lapponica

(Quey)

Futterung auf verschiedenen Wirtspflanzen

Weitere Experimente sollten klaren, ob die Wirtspflanze einen Einfluf3 auf die Transportrate der Thio-
glycoside hat. Dazu wurde der Transport nach Fltterung auf einer salicinreichen PHahzegprea x
alba) und auf einer salicinarmen PflanZalix caprea bestimmt [114, 154-156].

Die Futterungsexperimente auf verschiedenen Futterpflanzen zeigen innerhalb der Mel3genauigkeit
keine Unterschiede. Die Anwesenheit von Salicin im Blatt hat somit nur eine untergeordnete Bedeutung
fur die Aufnahme und den Transport von Thioglycosiden bei den gewéhlten Versuchsbedingungen. Dies
bedeutet, dal? die auf die Blatter aufgetragenen Konzentrationen an Versuchssubstanzen ausreichen, un
maogliche Konkurrenzeffekte zwischen nattrlich im Blatt vorkommenden Glucosiden und den gefitterten
Thioglycosiden zu tUberdecken.

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte durch T-Tests nach logarithmischer Transforma-
tion, bei denen die importierten Mengen einer bestimmten Substanz nach Fitterung auf den verschiedenen
Pflanzen verglichen wurden, da aufgrund der inhomogenen Varianzen eine ANOVA nicht méglich war.
Die T-Tests haben fir alle Substanzen aul3er dem Hexenylderivat keine signifikanten Unterschiede be-
zuglich des Transportes von funf verschiedenen Thioglycosiden ergeben (Tab. 5.9). Allerdings sind die
t-Werte recht niedrig, was die Annahme zulaf3t, daf} die Auswahl der Futterpflanze vermutlich keinen
grofl3en Einflul hat. Kleinere Unterschiede, die zu leicht erhdhtem oder erniedrigtem Transport einzelner
Verbindungen fuhren, sind wahrscheinlich, da Untersuchungen der Zusammensetzung des Wehrsekre-
tes, nach Futterung auf verschiedenen Pflanzen, auch quantitative Unterschiede zwischen den einzelner
Verbindungen gezeigt haben [5, 157].

Tabelle 5.9 Ergebnisse der statistischen Auswertung der Futterungsexperimer® kapponicanach Futterung
mit verschiedenen Thioglycosiden &lix capreaund Salix caprea x albaFUr die Verbindunge@2 und 38 sind
Werte fur die Annahme nicht gleicher Varianzen angegeben.

66 67 68 72 38
N (S. caprea 2 5 5 2 7
N (S.capreaxalbp| 9 10 10 8 9
t -2,472 4,162 -0,243 0,461 1,082
df 9 13 13 8 14
p 0,035 0,001 0,812 0,659 0,315

SSalicinhaltige Weiden kénnen von solchen mit wenig Salicin sehr einfach im Selbstversuch unterschieden werden. Salicin
schmeckt sehr bitter, dagegen schmecken BlattelSvaapregwenig Salicin) eher grasartig.
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Gleichzeitige Futterung zweier Thioglycoside

Ziel dieser Experimente sollte sein, einen Hinweis auf einen oder mehrere Transporter zu finden. Daz
mufdten gleiche Mengen konkurrierender Substrate auf die Blatter impréagniert werden. Erwartet wur:
den folgende Ergebnisse: Bei einem einzigen Transporter sollte bei gleicher Gesamttransportleistung d
Transport der einzelnen Verbindungen zurtickgehen. Bei mehreren Transportern sollte es sich genau ul
gekehrt verhalten, ndmlich mdglicherweise Anstieg der Gesamttransportleistung bei unverandertem In
port einzelner Substanzen.

Die Konkurrenzexperimente zeigen keine deutlichen Effekte (Abb. 5.10), wenn die Referenzen, be
denen nur eine Verbindung verfuttert worden ist, mit den Einzelwerten der Konkurrenzexperimente ver-
glichen werden.
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Abbildung 5.10Gleichzeitige Futterung zweier Thioglycoside bei Larven @iapponicaauf Blattern vorSalix
caprea Die Graphik zeigt die gemessenen Konzentrationen (LC-MS) an verschiedenen Thioglycosiden im Sekre
der Larven 48 h nach Fitterungsbeginn.

Die statistische Auswertung mittels T-Tests mit den transformierten Daten zeigt jedoch deutlich,
dal3 die gleichzeitige Futterung von Thiosali@8 zusammen mit einem Schwefelderivat von Blatt-
Alkoholglycosiden 68 und 67) keinen signifikanten Einflu® auf die Transportrate der Verbindungen hat.
Allerdings gibt es signifikante Unterschiede bei der gleichzeitigen Fltterung von zwei Blatt-Alkoholderi-
vaten im Vergleich zur Referenz. Die statistischen Daten sind in der Tabelle 5.10 zusammengefal3t.

Diese Ergebnisse lassen den Schluld zu, daf? mindestens zwei verschiedene Transporter in den Tie
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Tabelle 5.10Statistik der Konkurrenzfiitterung zweier Thioglycoside bei Larven@olapponicanach 48 h auf
Blattern vonSalix capreaDie Werte bezeichnen den Vergleich des Transports der Einzelsubstanz (N=5) mit den
Referenzen38 N=9; 67 und 68 N=10) durch T-Test. Mit* gekennzeichnet sind Verbindungen, bei denen keine
Gleichheit der Varianzen beim T-Test angenommen werden konnte.

38" und67 68und67 38" und68

t | -1,660 -0,650 -7,066 2,787 2,980 -0,720
df | 10,728 13 13 13 | 10,114 13
p | 0,126 0,527 0,000 0,15| 0,14 0,484

vorhanden sind. Ein Transporter sorgt fir den Salicintransport, der andere fiir den Import von glycosidisch
gebundenen Blatt-Alkoholen. Theoretisch ebenfalls denkbar ist lediglich ein Transporter mit verschiedene
Affinitaten fur die unterschiedlichen Substrate, wie z. B. bei Multidrug Efflux Proteinen [158]. Hierbei
wird das Salicinderivat am schnellsten durch den Korper der Larven geschleust. Weitere Experimente,
wie z. B. kinetische Messungen des Importes, zur Erzielung exakterer Aussagen scheiterten am Mangel
an Tieren.

5.1.11 Transportph&nomene bei Chrysomelidenlarven

Die Futterungsexperimente zeigen deutlich, daf3 Spezies, die zu unterschiedlichen Subtribus gehéren, un-
terschiedliche Transportfahigkeiten fir glycosidisch gebundene Metabolite ihrer Wirtspflanzen besitzen.
Allen Spezies ist gemein, dafl3 sie nur thioanaloge Substrate natirlicher Metabolite fur einen Transport
vom Darm in das Wehrreservoir akzeptieren. SowadinovoProduzenten als auch Sequestrierer sind
zum Transport von ausgewahlten Glucosiden in der Lage. Der Transport verlauft aktiv, vor allem von
der Hamolymphe ins Reservoir, gegen den Konzentrationsgradienten. Im Reservoir werden die Glucoside
hydrolysiert und zu den Wehrverbindungen oxidiert [99, 107—110] oder acyliert [112].

Das Auftreten neuer Verbindungen im Sekret von Blattk&ferlarven ist von mehreren Faktoren abhan-
gig. In erster Instanz sind die in der Wirtspflanze enthaltenen Metabolite die Voraussetzung fur einen
Transport von Glycosiden. So variert die Zusammensetzung des Sekret@hrnysomela vigintipuncta-
ta-Larven je nach Wirtspflanze [114]. Bei Futterung auf salicinreichen Pflanzen findet sich fast ausschliel3-
lich Salicylaldehyd im Driisensekret, bei Futterung auf salicinarmen Pflanzen werden verschiedene Blatt-
Alkohole im Sekret detektiert. Alle Lokaltypen va lapponicasind in der Lage, Salicin aufzunehmen,
Salicylaldehyd findet sich nur in den finnischen und franzdsichen Populationen im Drisensekret, nicht
aber bei tschechischen Larven, die auf salicinfreien Birken leberGRiridula kann beispielsweise un-
ter normalen Umstanden keine Sequestrierung vétuimexenthaltenen Metaboliten festgestellt werden,
weil keine passenden Glycoside (Glucosid von 8-Hydroxygerddipin den Blattern prasent sind. Die
hohe Selektivitat des aktiven Transportsystems ist fur die Auswahl passender Glucoside verantwortlich.
Doch laf3t dieses System auch Variationen in kleinerem Rahmen zu, damit veranderte Konditionen nicht
zu einem Zusammenbruch der Produktion von Wehrsubstanzen fuhren, wenn diese nicht durch die ener-
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getisch aufwendigerde novoSynthese aufgefangen werden kann. Andernfalls wiirde die Evolution der
Larven durch Erh6hung des Selektionsdruckes in einer ,evolutiven Sackgasse* enden [89]. Verandert
Konditionen bedeutet hier Anderungen in den Inhaltsstoffen der gefressenen Blatter, einen Wirtspflanzer
wechsel oder Verdnderungen der Pflanze selber.

Ebenso wichtig wie die hohe Selektivitdt der Transporter ist die niedrige Spezifitat der Glucosida-
se [108]. Die Ruckgewinnung von Glucose mag ein Vorteil sein [159], doch wesentlich wichtiger ist die
Freisetzung vieler verschiedener Aglyca, die weiterverarbeitet werden und dann erst ihre Wirksamkei
gegen Feinde unter Beweis stellen kénnen.

Das BeispielC. lapponicazeigt deutlich, warum genau diese Umstande von grof3er Wichtigkeit sind.
Der hohe prédative Druck durch Larven von der Schwebfllg@syrphus nigritarsig51] zwingt die
Larven zu einer anderen Wehrchemie, da die Schwebfliegenlarve sich nach der Wehrsubstanz Salicylz
dehyd orientiert, die genau wie Iridoide gegen andere Arthropoden und gegen Mikroorganismen hoch
wirksam ist [100, 132]. In den Blattern der gefressenen Weiden finden sich noch andere Glucoside [112
die vonC. lapponicaebenfalls aufgenommen werden kdnnen, da die Selektivitat des Transportsystems
etwas ,aufgeweicht” worden ist. Die niedrige Spezifitdt der Glucosidase im Sekret ermdglicht aber ers
die Hydrolyse dieser Verbindungen, wodurch das Aglycon einer weiteren Transformation unterworfen
werden kann, namlich der Bildung von Estern. Erst jetzt konnen diese Verbindungen ihre Wirkung auct
gegen andere Fral3feinde zeig€nlapponicaist teilweise von Salicaceae auf Betulaceae gewechselt [88],
die kein Salicin mehr enthalten [113, 160], wodurch auch kein Salicylaldehyd mehr entstehen kann, de
P. nigritarsisanlocken wiirde. Diese Larven verteidigen sich nur noch mit Butyraten. Gegen Generalisten
wie Ameisen zeigen auch diese Verbindungen eine gute Wirkung, doch bieten sie keinen guten Schu
gegen Mikroorganismen [61, 132].

Die Evolution der Wechselwirkungen von Pflanze-Herbivor-Pradator ist somit ein dynamischer Prozef:
der Anpassung und Gegenanpassung auf allen trophischen Ebenen [5]. Eine zentrale Rolle spielen dal
sekundare Metabolite der Wirtspflanzen, die eigentlich zur Abwehr von phytophagen Insekten entwickel
[156], von einigen spezialisierten Spezies selbst zu Abwehrzwecken gegen Fraf3feinde eingesetzt werde
In einigen Salicaceaen wird sogar die Produktion von Salicylaten und aromatischen Aminoséuren be
Schadlingsbefall angeregt [157], wodurch Blattkaferlarven Riatellinae gewissermalfien ihre eigene
Verteidigung durch sequestriertes Salicin in den Pflanzen induzieren.

5.2 Fluoreszenzmarkierung von Transportern

Mit Verbindung76 (Abb. 5.11) ist ein fluoreszentes Glucosid synthetisiert worden, mit dessen Hilfe un-
tersucht werden sollte, in welchen Darmabschnitten die Aufnahme von Glycosiden stattfindet und ol
Wehrsubstanzen durch die Drisen ins Reservoir transportiert werden oder auf direktem Wege dorthi
gelangen.

Nach Verfltterung der fluoreszenten Verbindung wurden Larven seziert und Darm und Drisenreser
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Abbildung 5.11Fluoreszenzmarket6 und Fluoreszenzspektrumfqz . = 326nm, Apag,em = 407Tnm).

voire unter einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Anregungswellenlange des Fluoreszenzmarkers
(Mnazex = 326 nm) konnte leider nicht erreicht werden, da kein passender Filter vorhanden war, die
Objektive sind nur flr einen geringen Prozentsatz des emittierten Lichts durchl&gsig,f = 407 nm,
Lichtdurchlassigkeit des Objektivs > ca.420 nm), wodurch diese Versuche ohne Ergebnisse blieben.
Auch Untersuchungen mit Hilfe von konfokaler Laserspektroskdjgiterten keine Resultate (Abb. 5.12),

die auf den gefltterten Fluoreszenzmarker hingewiesen hatten. Wahrscheinlich handelt es sich bei den
fluoreszenten Verbindungen im Reservoir um Derivate flavinoider Verbindungen, da die Anregungs- und
Emmisionswellenlangen mit denen typischer Flavine wie FAR,( .. = 370 nM, A\,,,42 e = 450 NM)
Ubereinstimmen [161].

Fettkérper

Drisen

Abbildung 5.12Mikroskopische Aufnahmen des Darmes (links) und eines Driisenreservoir€s kagponica48

h nach Futterungsbeginn mit Fluoreszenzman&iFluoreszierende Bereiche im Darm werden durch Inhaltsstoffe

in der Nahrung verursacht. Im Darm selber oder dem umgebenden Gewebe ist keine Fluoreszenz zu finden, die
auf die gefitterte Substanz schlie3en IaRt. Die Fluoreszenz im Driisenreservoir wird wahrscheinlich durch Flavine
verursacht, auch hier ist der gefiitterte Fluoreszenzmarker nicht zu erkennen.

Zur Wiederholung dieser Versuche sind passende Geréte erforderlich. Der FluoreszenZ6icakar
weiterhin flr solche Experimente genutzt werden, in denen beispielsweise Proteine aus dem Darm isoliert
werden. Nach Trennung auf einem Gel wird untersucht, welches Protein moglicherweise fluoreszent wird,
da das markierte Glycosid im Transportprotein eingelagert wird.

Diese Arbeiten sind mit Hilfe von Andrea Hartmann im IMB, Jena zusammen mit Antje Burse durchgefiihrt worden.
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5.3 Bestimmung des Ortes der Biosynthese bde novoSynthetisie-

rern
AcetoacetylCoA ?OOH ?OOH
CH + INADP* CH,
+ 2  2NADPH +2H
1 HCy, 4CH Monoterpene,
AcetylCOA =g H3C=C=OH HyC=C=0H — e S terp
1 |1 — esquiter pene,
. Hydroxymethyl- CH, Hydroxymethyl- CH, CH, :
glutaryl-CoA 1 glutaryl-CoA H é_ H (l:_ Daterpene,
H,O Synthase O°C~SCO A Reduktase ,C=OH 2C=OH Steroide
(8)-3-Hydroxy-3-methyl- (R)-Mevalonat As—Isopentenyl—PP

glutaryl-CoA

Abbildung 5.13: Biosynthese von Terpenen via dem Mevalonsaureweg. Ein wichtiges Enzym ist die
Hydroxymethyl-glutaryl-CoA-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase), die 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA in Meva-
lonat umwnadelt. Aus diesem werden Uber Isopentenyl-PP verschiedene Terpene und Steroide biosynthetisiert.

Zur Lokalisierung des Ortes, an dem die Biosynthese von terpenoiden Metabolitda thevoSyn-
thetisierern stattfindet, wurden Gewebeproben von Darm, Malpighischen Gefalien, Fettkorper und Kor
von P. cochleariae_arven einer semiquantitativen PCR unterworfen. Hierbei wurde der Transkriptlevel
der HMG-CoA-Reduktase (Abb. 5.13) in den unterschiedlichen Geweben verglichen. Es zeigte sich eir
besonders hoher Level im Fettkorper, der die Vermutung nahelegt, daf3 dort die Biosynthese von terpenc
den Vorstufen stattfindeé{Abb. 5.14).

Bei LC-MS Untersuchungen von Fettkorper, Malpighischen Gefal3en, Kopf und Darm lief3 sich nurim
Fettkdrper das Glucosid von 8-Hydroxygeranldl nachweisen, womit die Biosynthese dort lokalisiert
werden kann (Abb. 5.14).

Dies bedeutet, dal} aucie novoSynthese betreibende Spezies auf ein Transportsystem fir gluco-
sidisch gebundene Metabolite angewiesen sind, um die terpenoide Zwischenstufe vom Fettkérper in di
Drusenreservoire zu transportieren. Vermutlich verhindern die Insekten durch die Glucosylierung des Tel
pens, dal3 dieses unkontrolliert durch den Korper diffundiert.

5.4 Charakterisierung der Butyryltransferase vonC. lapponica

5.4.1 Nachweis der Enzymaktivitat

Zur Klarung des Problems, ob die Ester (Abb. 2.7, Abb. 2.8) im Reservoir entstehen und ob es sich dabe
um Transformationen eines Enzyms handelt, wurden mehrere Versuche unternommen, die eindeutig a
die Anwesenheit eines Enzyms schlief3en lassen. Die Inkubation des in Puffer (pH=6,5) geldsten Sekret:
mit 1-Heptanol, einer Verbindung, die in der pflanzlichen Nahrung nicht vorkommt, fihrte nach 24 h
zur Bildung von zwei Heptylestern, die als Isobutyrat und 2-Methylbutyrat von 1-Heptanol identifiziert
werden konnten. Diese Aktivitat blieb nach dem Einfrieren erhalten, auch Uber einen langeren Zeitraun

"Personliche Mitteilung von Antje Burse.



5.4 CHARAKTERISIERUNG DERBUTYRYLTRANSFERASE VONC. lapponica 41

Wehr- Fett- Malpig. Damm  Kopf +HdT -dT

driisen korper GefiBe -Sslil +sslil M
| | | | | | [bp]
— S— — 1650
HMG-CoA = = — 1000
E——— — 850
Reduktase — —  — 650
S -ll:— — 500
— 650
- — 500
p-Aktin —— e G S— — — 400
— 300
N
OH oHy — M*+H,0
~H
I OH
(o OH
HO H
H H-Hzo
-H,0
Nl
H0 ~ FL\ ,/
100 o ~
E 80
‘s
c
% g0
£
[}
3 40
k-
&
20
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Zeit [min]

Abbildung 5.14:Semiquantitative Reverse-Transkriptase-PCR von verschiedenen Korperteilen (A. Burse) und
HPLC-MS Chromatogramm mit Massenspektrum vom FettkdrpeiP/anchleariae

Aus den Ergebnissen der RT-PCR ist nur im Fettkorper eine hohere Transkription fur die HMG-CoA Reduktase zu
entnehmen. Alle anderen Korperteile zeigen eine deutlich reduzierte Transkription.

Nur im Fettkorper konnte durch HPLC-MS 8-Hydroxygeraniol nachgewiesen werden. In allen anderen analysierten
Geweben, konnte dieses terpenoide Glucosid nicht detektiert werden. Beide Befunde zusammengenommen lasser
darauf schlie3en, daf3 terpenoider Vorstufen (8-Hydroxygeradjolon Wehrverbindungen (Iridoidelv im Fett-

korper biosynthetisiert werden.

von zwei Jahren bei -20C, verlor sich jedoch nach Aufkochen des in Puffer gelosten Sekretes oder
Zugabe von Protease.

5.4.2 Bestimmung der Substratspezifitat

Welche Alkohole oder andere Verbindungen von dem Enzym akzeptiert werden, haben einfache Expe-
rimente klar zeigen kdonnen. Aliquotiertes Sekret konnte mit verschiedenen Substraten 24 h reagieren,
die Substanzen wurden anschlielend mit LC-MS oder GC-MS auf Esterbildung untersucht, aul3erdem
mit Verbindung68 eine Kinetik der Esterbildung gemessen. Tabelle 5.11 zeigt, mit welchen Substraten
welches Ergebnis erzielt werden konnte. Die angefertigten Kinetiken lassen auf einen recht schnellen
Umsatz schlieRen, da die Esterkonzentration fir den Umsatz primérer Alkohole nach ca. 4 h nur noch
wenig angestiegen ist. Eine Reaktionszeit von 24 h sollte damit ausreichend fur den vollstandigen Um-
satz der Reaktion sein. Die Bestimmung der Enzymkonstanten scheiterte daran, dal3 die Konzentration an
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butyrylibertragendem Cofaktor nicht bestimmt werden konnte (Abschn. 5.4.3).

Tabelle 5.11Meresterung von Alkoholen mit Sekret v@ lapponica Die Thioglycoside wurden mit LC-MS
untersucht, alle anderen Substanzen mit GC-MS. + bedeutet gefundene Isobutyryl- und 2-Metylbutylester, - bedeut
kein Hinweis auf die Bildung von Estern.

getestetes Substrat | Esterbildung

68 +
1-Heptanol +
2-Heptanol +
3-Heptanol +
2-Ethyl-1,3-hexandio +

3-Ethyl-3-pentanol -
Phenoldg -
1-Heptylamin -

Aus Tabelle 5.11 kann geschlossen werden, dal3 alle primaren und sekundaren Alkohole, einschliel
lich beider Hydroxygruppen des Diols, eine Umsetzung zu Estern zeigen. Keine Reaktivitat zeigen tertiars
und aromatische Alkohole oder andere Funktionalitdten, was schon von Hilker et al. [111] vermutet wor-
den ist. Die Unterschiede in der Reaktivitat primérer Alkohole im Vergleich zu sekundéren scheinen nicht
wesentlich zu sein, da die gleichzeitige Umsetzung jeweils im UberschulR zu Peaks &hnlicher Integratio
im GC-MS fuhrt.

Im Sekret vonC. lapponicafinden sich allerdings keine Ester von Salicylalkohol [111,112], was
vermuten lai3t, dal nicht jeder primare oder sekundare Alkohol als Substrat akzeptiert wird (Tab. 5.11)
Moglicherweise gelangt dartho-phenolische Rest nicht ins aktive Zentrum der Transferase.

5.4.3 Bestimmung des butyrylibertragenden Cofaktors

In ersten Experimenten reagierten Puffer, Sekret und 1-Heptanol; nach Hinzuflgen verschiedener Su
strate (Cofaktoren) unter den gleichen Bedingungen erfolgte schlief3lich nach 24 Stunden die Bestimmun
der Konzentration an Estern. Eine Anderung der Konzentration hatte auf das richtige Substrat hingedet
tet. In spateren Versuchen ist gereinigtes Enzym anstelle des Rohsekretes in Puffer mit 1-Heptanol m
verschiedenen Substraten getestet worden. Als Substrate dienten Isobuttersaure, 2-Methylbuttersaure,
korrespondierenden CoA-EstergValin in Kombination mit und ohne ATP, Mgglund CaCJ. Kein
einziges Versuchsergebnis hat auf eine Esterbildung hingedeutet. Stichprobenartiger Zusatz von Fraktic
< 5 kDa aus der Enzymreinigung resultierte immer in Bildung von beiden Heptylestern, was den Schluf:
zulanit, dal3 kein methodischer Fehler, der zur Inhibierung der Enzymaktivitat fihrt, bei der Vorgehens:.
weise vorliegt. Welche Verbindung letztendlich fur die Ubertragung des Butyrylrestes verantwortlich ist,
blieb ungeklart.
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5.4.4 Charakterisierung und Isolierung des Enzyms
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Abbildung 5.15:12% SDS-PAGE / Laemmli der Sekrete vBnlapponica(C.lapp undC. populi(C.pop. Auf-
getragen wurden jeweils 1@ der Fraktionen > 5 kDa in Puffer. Farbung mit Coomassie-Blau.

Bei der Anfertigung eines SDS-Gels (Abb. 5.15) zeigt sich deutlich, wie wenige Enzyme im Wehrse-
kret selbst vorhanden sind. Die beiden ausgepragten Banden bei ca. 80 kDa deuten auf bereits bestimmte
und charakterisierte Glucosidase und Oxidase hin [104, 106—-108, 110], wie sie auch im Sekrepeeon
puli vorkommen und durch ESI MS/MS-Sequenzierung der Proteine bestatigt werden Rownderend
die Banden im Bereich von 50 kDa im Sekret v@npopulinicht vorkommen. Die hier gefundenen Se-
quenzen zeigen Ubereinstimmungen mit einem Luciferin-Reaktivierenden EiizRE) [162-166], wie
es in GluhwirmcherPhotinus pyralisvorkommt und Oxyluciferin in 2-Cyano-6-hydroxybenzothiazol
und Thioglycolsdure umwandelt.

Tatsachlich zeigen Versuche mit 1-Heptanol und der selbst nicht aktiven Fraktion <5 kDa des Sekretes
von C. lapponicain Puffer pH=6,5 nach einer Grol3enausschluRchromatographie (Abb. 5.16) Aktivitat
einer Fraktion bei ca. 50 kDa. Diese Fraktion wurde fiir Experimente mit aufgereinigtem Enzym verwen-
det.

8Die de novaSequenzierungen wurden von Axel Mithéfer in Miinchen durchgefiihrt.
SMundliche Mitteilung von D. Haeckel nach Datenbankvergleichen unter Verwendung des BLAST-Algorithmus.
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Abbildung 5.16:GroRenausschluBchromatographie der Fraktion > 5 kDa des Sekretés \@pponica Bis
Retentionszeiten von ca. 40 min finden sich Proteine, danach erscheinen die niedermolekularen Bestandteile c
Probe. Die markierte Fraktion (RT ca. 29 min) hat ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa und katalysiert in Puffer
pH=6,5 zusammen mit der Fraktion <5 kDa und 1-Heptanol die Bildung von Butyraten.

5.5 Glucosidasekinetik mit Sekret vonC. populi

Im Sekret vorC. populisind im wesentlichen zwei Enzyme bekannt: eine Glucosidase und eine Oxidase.
Die hohe Selektivitdt und Stereochemie der Oxiddseaovasynthetisierender Spezies ist hinlanglich un-
tersucht worden [104, 107], ebenso die Oxidaseeigenschafte@ vpopuli[110]. Die Glucosidase von

de novoSynthese betreibenden Spezies hat sich in Experimenten als weniger selektiv gezeigt [108], ei
ahnliches Resultat liefert die Kinetik der Glucosidaseaktivitat des Sekrete€.vpopuli Die Enzyme

im Sekret sind in der Lage, sowohl Salicl8 als auch das Glucosid von 8-Hydroxygerariid!zu hy-
drolysieren. In der Abbildung 5.17 ist deutlich zu erkennen, dal? Salicin schneller gespalten wird als da:
terpenoide Glucosid.

Dies ist ein Hinweis auf eine in allen Spezies eventuell vorhandene ahnliche Glucosidase. Mdglicher
weise konnen alle Tiere al@-Glucoside hydrolysieren, sollten diese ins Reservoir gelangen.
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Abbildung 5.17 Kinetik der Glucosidspaltung mit Sekret vén populi Sekret der Larven reagiert in Pufferlésung
mit Salicin 18 oder Verbindungl4 (GerOGic), die Abnahme des Substrates wird mittels LC-MS ermittelt. Die

Hydrolyse des natirlichen Substrates (Salicin) verlauft schneller, dennoch ist Hydrolyse des terpenoiden Glucosides
madglich.

5.6 Isotopenmarkierte Verbindungen zur Aufklarung des Ursprungs
von Wehrsubstanzen

Das Wehrsekret vog. lapponicaenthalt sehr viele verschiedene Verbindungen, deren Ursprung noch
nicht lickenlos geklart ist. Die Verbindungen werden teilweisenovosynthetisiert und teilweise seque-
striert. Die Markierung moglicher Metabolite sollte den Ursprung der einzelnen Komponenten klaren.

5.6.1 Futterung isotopenmarkierter Verbindungen

Die Butyrylreste von einigen Wehrverbindungen im Sekret der LarverQvdapponicawerden aus Ami-
nosauren gebildet [112]. Der Ursprung der Alkohole liegt vermutlich in den Wirtspflanzen oder teilweise
im Abbau von Fettsauren [112, 167, 168]Die Markierungsexperimente sollten klaren, ob die Larven
auch in der Lage sind, aus Aminosauren die passenden Alkohole, wie beispielsweise Phenylethanol, zu
bilden. Die Abbildung 5.19 zeigt einen mdglichen Biosyntheseweg, der aus Aminosauren die gewiinsch-
ten Alkohole bilden kdnnte, wie er z. B. aB@accaromyces cerevisidekannt ist [169]. Hierbei werden
Uber den Ehrlich-Biosyntheseweg Aminosauren durch Transaminierung<etosauren tberfuhrt, aus
denen nach Decarboxylierung die korrespondierenden Alkohole oder Aldehyde entstehen. Eine Oxidati-
on der Aldehyde kann auch zu entsprechenden Carbonsauren fuhren.

Mit 13C- und deuteriummarkiertem Phenylalanin impragnierte Blattern wurden an die Tiere verfiit-

10Auch von typischerde novoSynthese betreibenden Spezies sind acetylierte Verbindungen in Spuren im Sekret be-
kannt [98], deren Ursprung in Fettsauren zu vermuten ist.
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Abbildung 5.18:GC-Chromatogramm eines Hexanextraktes des Sekrete€ viapponicanach Futterung der
Larven aufS. capreaa: (X)-Hexenylisobutyrat; b: Hexylisobutyrat ; c:{3-Hexenyl-2-methylbutyrat ; d: Hexyl-
2-methylbutyrat; e: Benzylisobutyrat; f: Benzyl-2-methylbutyrat; g: 2-Phenylethylisobutyrat; h: 2-Phenylethyl-2-
methylbutyrat; i: Methylpalmitat; j: Linolensduremethylester.

1]
NHQtCIH-C-OH o=C=—C~OH 0=CIH HO=CH
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CH; CH, CH; CH,

QO QO Q Q
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CH,
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Abbildung 5.19:Katabolismus von Phenylalanin via Ehrlich-Biosyntheseweg. In einem ersten Schritt wird die
Aminosaure transaminiert, wodurch dieKetocarbonsaure (Phenylpyruvat) entsteht. Nach Decarboxylierung kann
durch NADH zum Phenylethanol reduziert bzw. mit NARum Phenylacetat oxidiert werden.
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tert und die Substanzen des Sekretes mit GC-MS und Gaschromatography-Combustion-Isotope Ratio-
Massspectrometry (GC-C-IRMS) untersuéhSchon die Futterungsexperimente mit deuteriummarkier-
tem Phenylalanin lieRen auf eine hohe Einbaurate der ringmarkierten Aminosaure in Verbindungen mit

Phenylethylrest schlieRen (Abb. 5.20). Diese ersten Befunde wurden durch die Isotopenverhaltnismes-
sungen deg-C markierten Phenylalanins zusatzlich bestétigt, da &it@-Werte von ca. 2000 ergeben
haben, im Vergleich zum nattrliché?C-Wert von ca. -30.
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Abbildung 5.20:Peaks und MS-Spuren 105 und 110 mit Spektrum von Phenylethylisobutyrat aus dem Chromato-
gramm des Sekretes va@h lapponicain Hexan nach Futterung vdn-Phenylalanird;. Das obere Spektrum zeigt
deutlich eine Verschiebung um 5 Masseneinheiten, die auf die funf Deuteriumatome im Ring der Phenylethylgruppe
zurlickzufiihren ist.

Diese Experimente haben klar gezeigt, daf3 die LarverG:dapponicain der Lage sind, alle pheny-
lethanolhaltigen Substanzen auch vollstandig in eigener Regie herzustellen vermdgen. Damit gewinnen
die Tiere eine gewisse Unabhangigkeit von ihrer Wirtspflanze, was einen Wirtspflanzenwechsel deutlich
erleichtert. Trotzdem sind sie immer noch in der Lage, pflanzliche Metabolite aufzunehmen. Ein még-
liches Szenario ware die Auf- oder Abregulierung der Sequestration odeedayvoSynthese je nach
Angebot der Metaboliten in der Wirtspflanze. Fur die Iridoide produzierende Sp@zigsdula sollten
Untersuchungen klaren, ob diese Spezies Metaboliten aus der Wirtspflanze aufnimmt, obwohl sie eigent-
lich de novoSynthese betreibt [170]; Tatsachlich finden sich dort Anzeichen flr Sequestrierung unter
bestimmten Umstandéh

An diesem Punkt stellt sich die Frage, ob auch SequestriereCwpopuliund P. vitellinaein der
Lage sindde novoSynthese zu betreiben; deshalb auch hier Flutterungsexperimente mit markierten Ami-
nosauren. Erste Versuche @it populimit deuteriertem ung-'3C-markiertem Phenylalanin waren nicht
erfolgreich, da Salicin keinen Isotopeneinbau zeigte und die winzigen Peaks der anderen Verbindungen zu

Messungen am GC-C-IRMS wurden von Astrid Sge und Stefan Bartram durchgefiihrt.
2Miindliche Mitteilung von Astrid Sge.
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klein waren, um einen Einbau festzustellen. Erst Versuch®mitellinaebestatigten die Vermutung, dal3
auch Sequestrierer in der Lage sidd,novoSynthese zu betreiben, da sich nach Futterung mit Algal Ami-
no Acid Mix 1*C™ (Phenylalanin: 4,9 %) eine deutliche Isotopenmarkierung beim Phenylethanol-Peak
und beim Phenylacetaldehyd-Peak zeigte. Bei dieser Mischung sind alle Kohlenstoffatome der Aminosat
ren durch das schwerere Isotop ersetzt. Der héherer Grad der Markierung wiegt den Effekt der kleinere
Konzentration des Phenylalanins deutlich auf, da immer noch ann&hernd molare Konzentrationen auf di
Blatter impragniert werden konnten und die Larven diese fra3en. Bei Versuchén lagiiponicazeigten

im wesentlichen dieselben Peaks eine Markierung wie bei Flutterung von reinem, markiertem Phenylale
nin. Futterungsexperimente mit der Aminosauremischun@ apopuliresultierten schlief3lich auch im
deutlichen Einbau in das wenig vorhandene Phenylethanol. Alle getesteten Spezies des Subtribus Chrys
melina sind bis zu einem gewissen Grad in der LalgenovoSynthese und Sequestrierung zu betreiben.
Allerdings kdénnen nur bestimmte Substanzen autogen hergestellt werden. Salicylaldehyd kann z. B. nt
Aufnahme von Salicin aus der Futterpflanze gewonnen werden. Die Sequestrierung dient damit zur Ak
quirierung von Substanzen, die durch vorhandene Proteine leicht aufgenommen und modifiziert werde
kénnen. Diede novaSynthese gewahrt den Tieren mehr Unabhangigkeit von der Wirtspflanze und kénnte
so beispielsweise Wirtswechsel erleichtern.

—— SIM=45(""CO))
—— SIM=44 (*CO))

HO

%

Relative Intensitét

11 12 13 14 15 16 17 18 19
Zeit [min]

Abbildung 5.21:lonenspuren 44 und 45 der GC-C-IRMS MessungenRovitellinaenach Fiitterung vor®C-
markierten Aminoséuren. Bereiche mit parallelem Verlauf der grauen und schwarzen Kurve kennzeichnen das Vo
liegen des natiirlichen Verhéltnises VBI€ zu13C (ca. 100:1). Starker Anstieg der schwarzen Kurve kennzeichnet
Isotopeneinbau aus den gefiitterten Aminosauren. Dies laRteandvoSynthese von Benzaldehyd und Phenyle-
thanol schlie3en. In Salicin werden keine Isotope eingebaut.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Chrysomelide Blattkaferlarven des Subtribus Chrysomelina erwehren sich ihrer Fraf3feide durch Aus-
stilpen von Wehrsekret aus neun paarigen Drisenreservoiren auf dem Meso- und Metathorax [12, 92-95].
Das Sekret kann, je nach Genus der betreffenden Spezies, sehr unterschiedliche Abwehrsubstanzen ent
halten.

Die meisten Spezies der Subtribus Chrysomelina und Phyllodectina synthetisieren ein oder zwei iri-
doide Monoterpene, ausgehend von Mevalonsale@ovg101]. Einige Spezies, insbesondere aus dem
GenusChrysomelanehmen glucosidisch gebundene, sekundare Metabolite ihrer Wirtspflanzen auf und
benutzen diese fiir die eigene Verteidigung [99, 107, 109, 110]. Oftmals wird Salicin von auf Weiden (Sali-
caceae) lebenden Spezies aufgenommen und durch Hydrolyse und Oxidation im Reservoir in den aktiven
Salicylaldehyd tberfuhrt [109].

Spezies der sogenannté€h interruptaGruppe sequestrieren Glucoside von Blatt-Alkoholen ihrer
Wirtspflanzen und verestern diese nach Hydrolyse mit aus Aminoséereovosynthetisierten Carb-
onsauren. Bei diesen Spezies finden sich sehr viele verschiedene Wehrsubstanzen im Sekret [111, 112].

Bei Betrachtung der Biosynthesen der chemisch deutlich unterschiedlichen Verbindungen fallt auf,
dalR3 einige &hnliche Schritte in allen drei Fallen vorhanden sind. Es kann immer eine glucosidisch ge-
bundene Vorstufe aus der Nahrung vom Darm ins Driisenreservoir transportiert werden, wobei die Zell-
membranen vom Darm zur Hamolymphe und von der Hamolymphe zum Driisenreservoir passiert werden
mussen.

Im Reservoir selber findet sich immer eine Glucosidase, wodurch das Aglycon freigesetzt wird, das
dann durch eine Oxidase in ein Aldehyd, oder durch eine Transferase in einen Ester transformiert wird.
Die Glucoside dienen dabei als wasserldsliche , Transportvehikel“ und polares Element, das Eindiffusion
in Koérperzellen verhindert.

Die Biosynthese der verschiedenen Substanzen bei Blattkaferlarven hangt also im wesentlichen von
drei verschiedenen Faktoren ab: der Wirtspflanze, deren Blatter verschiedene, glucosidische Metabolite
beinhalten, dem involvierten Transportsystem, das fur die Aufnahme dieser Metabolite sorgt, und den
beteiligten Enzymen, die zur Bildung der Wehrverbindungen aus den transportierten Substanzen fuhren.

Transport bei chrysolmeliden Blattkaferlarven Der Transportmechanismus dieser Tiere wurde durch
Thioglycoside untersucht, da bei diesen Verbindungen lediglich die Briicke zwischen Glycon und Aglycon
durch eine Thiobriicke ersetzt ist, wodurch diese Verbindungen ihre strukturelle und chemische Ahnlich-
keit zu den naturliche®-Glycosiden behalten, nicht giftig fiir die Insektenlarven sind, aber im Gegensatz

zu den naturlichen Pendants nicht durch hydrolysierende Enzyme, wie Glucosidasen, gespalten werden
konnen. Als weitere Vorteile erweisen sich die gute Detektier- und Quantifizierbarkeit mittels LC-MS und
die unproblematische und schnelle Synthese (analog Koenigs-Knorr bzw. Mitsunobu) dieser Verbindun-
gen.
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6.1:Gesamtlubersicht Uber die Diversitat der Wehrchemie von Blattkaferlarven. Neue Erkenntnisse sind

orange dargestellt. Vier Faktoren bestimmen mal3geblich, wie verschiedene Abwehrsubstanzen in Chrysomelide

larven entstehen: i ) . . .
1. Die mit der Nahrung aufgenommenen Blatt-Alkoholglucoside bestimmen insbesondere bei sequestrierenden Sp

zies die Zusammensetzung des Wehrsekretes (Abschn. 90). Wenn beispielsweise kein Salicin in der Futterpflan
(Birke) vorhanden ist, kann kein Salicylaldehyd im Reservoir gebildet werden.
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2. Transportuntersuchungen mittels Thioglycosiden haben gezeigt, daf’ glucosidisch gebundene Meta-
bolite aus der Nahrung selektiv vom Darm, tUber die die Hamolymphe ins Drlisenreservoir transportiert
werden (Abschn. 5.1.7-90); die Verbindubgwird hochstwahrscheinlich im Fettkbrpee novosynthe-

tisiert (Abschn. 5.3) und von dort ins Reservoir transportiert.

3. Alle im Reservoir befindlichen Glucoside werden durch Glucosidasen hydrolysiert [96] (Abschn. 5.5).
Selektivere Oxidasen und Cyclaséih. (narginella P. laticollis, C. populi P. vitellina@ transformieren

nur wenige Substrate zu Wehrverbindungen wie Iridoitiérund Salicylaldehy®0 (Abschn. 2.3), da-

gegen fuhrt eine unselektive Transfera€e lapponicg, die alle primaren und sekundéaren Alkohole als
Substrat akzeptiert (Abschn. 5.4.2), zur Veresterung sehr vieler Blatt-Alkohole zu den entsprechenden
Butyraten.

4. Makierungsexperimente mit deuterierten Ud@-markierten Aminosauren haben zeigen kénnen, dal
auch sequestrierende Spezies Wiepopuliund P. vitellinaein der Lage sind, Phenylethandé novo

zu synthetisieren (Abschn. 5.6). Alle Spezies sind somideumovoSynthese und Sequestrierung fahig,
allerdings in deutlich unterschiedlichem Ausmal3.
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Nach Futterung von Larven mit verschiedenen Thioglycosiden, die insbesondere Thioanaloge de
natirlich vorkommenden Metabolite und deren Derivate und damit alle drei Kategorien von Wehrver-
bindungen (Iridoide, phenolische Aldehyde und Blatt-Alkoholester) darstellen, konnte bei den Tieren ein
selektives Transportsystem festgestellt werden. Allen Spezies war gemein, nur die thioanaloge Verbir
dungen ihrer natirlich verwendeten Metabolite zu transportielemovoSynthese betreibende Spezies
(H. marginellaund P. laticollis) transportieren nur das Thioglucosid von 8-Hydroxygeraniol in signifi-
kant groRerer Menge, d. h., es findet sich ein um 1-3 Zehnerpotenzen gréRerer Import ins Reservoir a
bei den anderen Substanzen. Das natirlich vorkommeén@¢ucosid wird, ausgehend von Mevalon-
saure, hochstwahrscheinlich im Fettkorper biosynthetisiert. Spezies, die auf Salicacea€ ledmuli
und P. vitellinag, von ihren Wirtspflanzen Salicin aufnehmen und dieses in Salicylaldehyd uberfiihren,
transportieren nur Thiosalicin in groR3erer Menge. Larven®@olapponicadie zurC. interruptaGruppe
gehoren, nehmen sehr viele verschiedene Thioglycoside auf, die allesamt als mdgliche Thioanaloge vc
Blatt-Alkoholen bezeichnet werden kénnen. Keine Spezies ist in der Lage, Galactoside zu transportierel

Aus diesen Befunden laf3t sich schlie3en, dal’ die Tiere Uber ein hochselektives, aktives, aber nicht sp
zifisches Transportsystem fir glucosidisch gebundene Metabolite (Glucosidtransporter) verfligen, wes
halb nur bestimmte Verbindungen fur die weitere Prozessierung im Reservoir zugelassen werden.

Dieses Transportsystem konnte aus membrangebundenen, hocheffizienten Transportproteinen, &
Glucosetransportern entstanden, im Darm und in den Drisen bestehen. Die genaue Lokalisation (z. |
durch Fluoreszenzmarkierung) dieser Proteine im Tier, und auch die Bestimmung von einem oder mehre
ren der involvierten Transportertypen (z. B. mittels molekularbiologischer Ansétze idusitb-Hybridi-
sierung oder cDNA-Banken) wird Gegenstand zukunftiger Arbeiten sein.

Charakterisierung der Buturyl-Transferase bei C. lapponica Von den bei der Biosynthese involvier-

ten Enzymen zeigt die Glucosidase im Sekret der Larven niedrige Spezifitdt, wodurch das Enzym auc
in der Lage ist, andere Glucoside aul3er den natirlich Transportierten zu hydrolysieren. Die Oxidase d¢
gegen hat eine hohe Substratspezifitdt und oxidiert keine anderen Alkohole. Diese beiden Enzyme sir
bereits gut charakterisiert und beschrieben [101, 108]. Nichts ist dagegen Uber das esterbildende Enzy
bei C. lapponicabekannt.

Mit Inkubationsexperimenten, bei denen das Sekret oder das isolierte Enzym der Larven mit Puf-
fer und verschiedenen Substanzen versetzt worden ist, konnte die Substratspezifitdt bestimmt werde
Die Transferase verestert alle getesteten primaren und sekundaren Alkohole zu Butanoaten der betreffe
den Substrate. Tertidre und phenolische Alkohole werden nicht als Ausgangsmaterial akzeptiert, eben:
wenig werden andere funktionelle Gruppen wie Thiole und Amine transformiert. Leider ist es nicht ge-
lungen, die im Sekret vorliegende aktivierte Form der Buttersédurereste zu bestimmen. Diese stammen a
Aminoséauren (Isoleucin und Valin) und kdnnten durch oxidative Desaminierung und Decarboxylierung
entstehen [116].

In weiteren Arbeiten sollte diese Frage durch chemische Analyse und Bestimmung der Substanze
des Sekretes zu beantworten sein.
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Die Isolierung des Enzyms durch Gréfienausschlu3chromatographie war erfolgreich. Zudem haben
Sequenzanalysen mittels ESI-MS gezeigt (Banden aus SDS-Gelen ausgeschnitten), da das Enzym Ahn-
lichkeiten zu einem Luciferin-Reaktivierendem Enzym (LRE) hat.

Sequestrierung beide novoSynthetisierern — de novoSynthese bei Sequestrierern Spezies, die
monoterpenoide Iridoide produzieren, kbnnen auch deren Vorstufe (Glucosid von 8-Hydroxygeraniol)
sequestrieren. Von einigen Spezies des Ge&lluysomelast nur eine Befahigung zur Sequestrierung
angenommen worden. Dagegen produzieren LarverCdenterruptaGruppe Wehrsubstanzen aus se-
questrierten Blatt-Alkoholglucosiden und aus koérpereigenen Aminosdereovo(s. 0.). Die allgemei-

ne Fahigkeit zude novoSynthese scheint ,wiederentdeckt* worden zu sein. Inwieweit die Befahigung
zur Eigenproduktion von Wehrsubstanzen im Ge@hsysomelavorhanden ist, konnte erfolgreich durch
Futterung von deuterium- urtdC-markierten Aminosauren, und deren Einbau in den Wehrverbindungen
gezeigt werden.

C. lapponicaist in der Lage, Phenylethanol vor allem aus Phenylalanin zu gewinnen und damit Wehr-
substanzen, wie Phenylethylbutanoate, komplett selber zu produzieren; zudem gelang der Nachweis der
de novadSynthese von Benzoaten und anderen Benzoylderivaten. Auch die Spezies, fur die nur Sequestrie-
rung angenommen worden i€E.(populiundP. vitellinag, zeigen, wenn auch geringe, Eigenproduktion
von Phenylethanol und Benzaldehyd. Isotopeneinbau in Salicin konnte in keinem Fall nachgewiesen wer-
den.

Diese Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, dal3 im gesamten Subtribus Chrysomelina die Befahigung zur
de novoSynthese vorhanden ist. Unter welchen Voraussetzungen und in welchem Verhéltnis die Larven
Wehrsubstanzen eigenstandig produzieren, bleibt zu klaren.

Entstehung der chemischen Diversitat von Wehrsubstanzen Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeichnen ein diffizileres und differenzierteres Bild der Entstehung neuer Wehrsubstanzen in chrysomeli-
den Blattk&ferlarven als die bisher bekannten Modelle (Abschn. 2.3 1f.).

Als erstes kann festgestellt werden, dal3dBenovoSynthese sich nicht nur auf archetypische Vertre-
ter der Chrysomeliden beschrénkt, die an der Basis der Phylogenie (Abb. 2.5) zu finden sind, sondern ein
generelles Merkmal im SubtribuGhrysomelagenauso wie die Sequestrierung keine evolutive Erneue-
rung innerhalb des Subtribus, sondern alle Spezies dazu beféhigt sind. Beide Modi sind ubiquitar bei den
getesteten Arten vorhanden.

Moglichst einfache Veranderungen der bestehenden Biosynthese ermdglichen neue Abwehrsubstan-
zen, namlich zum einen durch Veréanderung der Selektivitat des Transporters fur glycosidische Metabolite,
wodurch das Substratspektrum von Blatt-Alkoholen tber phenolische Verbindungen, hin zu Terpenoiden
stark verandert werden kann, zum anderen durch veranderte Spezifitditen und Transformationen der invol-
vierten Enzyme im Reservoirr.

Diese flexiblen Mechanismen ermdglichen es den Blattkafern auf erhéhten Selektionsdruck, sei es
durch ein verandertes Wirtspflanzenspektrum oder durch pradativen Druck, angemessen und schnell zu
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reagieren, namlich durch den Import neuer Sekundarstoffe der Wirtspflanzen und diese dann zu neu

Abwehrverbindungen zu transformieren.
Das Zusammenspiel der einzelnen Wirkmechanismen, die zur Diversitat der Wehrchemie bei Blattka

ferlarven fuhren, zeigt zusammenfassend die Abbildung 6.1 auf Seite 50.
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/7 Synthesen

7.1 Verwendete Chemikalien

Acros Phenylethylalkohol
Triphenylphosphin

Aldrich Azodicarbonsaurediisopropylester
Benzylmercaptan
Cer(IV)sulfat

Chloro(1,5-cyclooctadien)lridium(l)dimer
Azodicarbonsaurediisopropylester (DIAD)
2-Ethyl-1,3-hexandiol
3-Ethyl-3-pentanol
Geranylacetat

1-Heptanol

2-Heptanol

(+/-)-3-Heptanol

Heptylamin

Isobuttersaure
2-Methylbuttersaure
Methylthiosalicylat
Molybdatophosphorsaure
Natriumsulfat

Novozym 435 (immobilized)
2-Oxobuttersaure

Phenoldg

L-Phenylalanins-13C
Tetrabrommethan
Thioessigsaure
1-Thio-3-D-glucose tetraacetat
Thioharnstoff

Thiophenol

Trimethylphosphin

CIL Cambridge Isotope L-Phenylalanin-ring#;
Laboratories, Inc L-Valin-dg

Deutero GmbH Dimethylsulfoxids
Fluka Acetobromaz-D-glucose

Amberlite IRC-50
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Isotec Inc

Lancaster

Merck

Sigma

Toronto

Amberlite IRC-86
1,1’-(Azodicarbonyl)dipiperidin (ADDP)
Benzylalkohol

DMAP 4-(Dimethylamino)-pyridin
Lithiumaluminiumhydrid
7-Mercapto-4-methylcoumarin
Molekularsieb Typ 4A
0-(2,3,4,5,6-Pentafluorbenzyl)-
hydroxylaminhydrochlorid

Pyridin
tert.-Butylhydroperoxid-Losung
THF, Tetrahydrofuran

Algal amino acid mixtur&C

2-Mercaptobenzylalkohol
4-Methylumbelliferon
m-Thiokresol
o-Thiokresol
p-Thiokresol

Aceton

Acetonitril
Chloroform
Chloroform;
Deuteriumoxid
Dichlormethan
Diethylether
Ethanol
Ethylacetat

Hexan
Kaliumbromid
Magnesiumsulfat
Methanol
Methylbutyrat
Natriummethylat
Petrolether (40/60)
Quecksilber(Il)acetat
Vinylacetat

Acetobromaer-D-galactose

Benzoyl CoenzymA

Isobutyryl CoenzymA
(£)-3-Methyl-2-oxovalerianséure Natriumsalz
Natriumorthovanadat

Methyl 3-mercaptobenzoat
Methyl 4-mercaptobenzoat
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7.2 Synthesevorschriften

Alle Reaktionen werden mit getrockneten Losungsmitteln unter Argon als Schutzgas durchgefihrt.
Angegebene Ausbeuten beziehen sich auf, entsprechend den Angaben, gereinigte Substanzen.

In der Literatur [171-196] werden spekroskopische Daten fiir die Verbindut®y&0, 51, 52, 57, 61,
62, 73, 77, 84, 85 und 87 angegeben. Vielfach werden nur die Schmelzpunkte und der spezifische Dreh-
wert aufgefihrt. Spektroskopische Daten werden im Folgenden nicht aufgefiihrt, wenn in der Literatur
NMR- oder MS-Daten zu finden sind, die eine eindeutige ldentifizierung der entsprechenden Verbindung
zulassen.

7.2.1 Oxidation von Geranylacetat mit Selendioxid

(2E,6E)-8-Hydroxy-3,7-dimethyl-2,6-octadienyl acetat 60 Zu einer Suspension von 375 mg (3,2 mmol)
Selendioxid in 30 ml Dichlormethan werden 3 ml (14 mmol) Geranyla&&anhd 3 ml (16,5 mmol) einer

5,5 M wasserfreien Losung varButylhydroperoxid in Nonan gegeben. Nach dreistindigem Ruhren des
Gemisches bei Raumtemperatur wird abfiltriert und vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene gelbe Ol
wird in Diethylether aufgenommen und zweimal mit gesattigter Kochsalzldsung gewaschen.

Reinigung erfolgt durch Saulenchromatographie an KieselgeO(PE 1: 1, R =0,25). Identifizierung

durch Vergleich mitH-NMR-Daten aus der Literatur [129].

Ausbeute 1,545 g (7,29 mmol; 52%).

7.2.2 Allgemeine Synthesevorschriften zur Darstellung von geschutzten Glycosi-
den

Kupplung nach Koenigs-Knorr

Geschitzte phenolische Glycosidg8,(54, 55, 50, 51, 51, 52, 57, 56) wurden durch eine modifizierte
Koenigs-Knorr-Kupplung dargestellt.

824 mg (2 mmol) 2,3,4,6-Tetr@-acetyl«-D-glukopyranosylbromid (Acetobrom-D-glucose) und
560 ul (4 mmol) Triethylamin werden in 4 ml Acetonitril gelést. Bei Zugabe von 2 mmol phenolischen
Aglycons farbt sich das Reaktionsgemisch gelb. Nach 2 h Rihren bei RT werden 50 ml Chloroform
zugegeben und 3 Mal mit Wasser gewaschen.

Reinigung erfolgt durch Umkristallisation aus EtOH. Das Produkt fallt in Form weiRer Nadeln aus.
Bei nichtkristallisierbaren Substanzen erfolgte Reinigung durch MPLC (RP-18 Lichroprep, MgOH:H
1: 1) oder HSCCC (Wasser 7: Methanol 13: Chloroform 8).

2-Methoxycarbonyl-phenyl-2',3',4’,6’-tetra- O-acetyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 53 Synthese ent-
sprechend obiger Vorschrift. Identifizierung durch Vergleich tHitNMR-Daten aus der Literatur [129].
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Ansatz:

Acetobrome-D-glucose 1,648 g (4 mmol)
Triethylamin 1,120 ml (8 mmol)
Methyl-2-mercaptobenzoat 606 (4 mmol)
Acetonitril 4 ml

Ausbeute 1,684 g (3.37 mmol; 84 %).

3-Methoxycarbonyl-phenyl-2’,3',4’,6’-tetra- O-acetyl-1’-thio-3-D-glucopyranosid 54 Synthese ent-
sprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

Acetobromea-D-glucose 824 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
Methyl-3-mercaptobenzoat 336 mg (2 mmol)
Acetonitril 4 mi

Ausbeute 917 mg (1,84 mmol; 93%). Schmelzpunkt:°@6 'H-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 8,14 (t, J=1,6,

1H); 7,97 (dt, §=7,8; 3=1,3, 1H); 7,67 (ddd,¥7,9; 3=1,6; 3=1,3, 1H); 7,38 (t, J=7,8, 1H); 5,21 (t,
J=9,4, 1H); 5,03 (t, J=9,8, 1H); 4,96 (dd=9,8; 3=9,4, 1H); 4,72 (d, J=10,1, 1H); 4,22 (dd=12,3;
J5=5,1, 1H); 4,15 (dd,¥12,3; 3=2,4, 1H); 3,90 (s, 3H); 3,73 (ddd,310,0; 3=5,2, 3=2,3, 1H); 2,08 (s,

3H); 2,05 (s, 3H); 2,00 (s, 3H); 1,97 (s, 3H¥C-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 170,6; 170,1; 169,3; 169,2;
166,2; 137,2; 133,8; 132,4, 131,0; 129,4; 128,9; 85,5; 75,9; 73,9; 69,9, 68,1; 62,1, 52,3; 20,7; 20,6
20,5; 20,5.IR (KBr) © [cm~1]: 2950; 1746; 1722; 1437; 1367; 1292; 1254; 1226; 1128; 1092; 1048;
917; 820; 753; 684MS (70 eV) m/z (%): 467(4); 332(10); 331(57); 170(10); 169(100); 168(5); 145(6);
139(8); 137(7); 127(20); 115(6); 110(5); 109(62); 97(7); 81EHR-MS m/z [M+]: ber. flr Cy;Ho3010S
467,101194; gef.: 467,10157@V \,.., [nm]: 253.

4-Methoxycarbonyl-phenyl-2’,3",4’,6’-tetra- O-acetyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 55 Synthese ent-
sprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

Acetobrome-D-glucose 824 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
Methyl-4-mercaptobenzoat 336 mg (2 mmol)

Acetonitril 4 ml
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Ausbeute 625 mg (1,25 mmol; 63%). Schmelzpunkt: 223 'H-NMR (CDCl;) § [ppm]: 7,90 (dt,
J=8,7; 3=1,9, 2H); 7,44 (dt, J8,7; 3=1,9, 2H); 5,19 (t, J=9,4, 1H); 5,00 (t, J=9,7, 1H); 4,97 (dd,
J=10,1; 3=9,3, 1H); 4,76 (d, J=10,1, 1H), 4,18 (dd=12,4; 3=5,5, H); 4,12 (dd, +12,3; 3=2,4, 1H);
3,85 (s, 3H); 3,72 (ddd,;310,1; 3=5,3; 3=2,5, 1H); 2,03 (s, 3H); 2,01, (s, 3H); 1,97 (s, 3H); 1,93 (s,
3H). 3C-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 170,1; 169,3; 169,2; 166,4; 138,6; 130,9; 130,0; 129,4,; 85,0; 76,0;
73,8;69,8; 68,1; 62,1; 52,/R (KBr) v [cm~!]: 2958; 2870; 1754; 1722; 1597; 1440; 1379; 1289; 1222;
1120; 1077;1048; 981; 919; 818; 757; 685 (70 eV) m/z (%): 67(3); 332(8); 331(39); 271(5); 170(7);
169(100); 168(5); 145(7); 139(9); 137(7); 127(16); 115(5); 109(59); 9HR-MS m/z [M+]: ber. fur
Co1Ho3010S 467,101194 ; gef.: 467,102913V \,,.. [nm]: 276.

Phenyl-2’,3’,4’,6'-tetra- O-acetyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 49 Synthese entsprechend obiger Vor-
schrift. Identifizierung durch Vergleich miH-NMR-Daten aus der Literatur [181, 183, 188].

Ansatz:

Acetobrome-D-glucose 2,472 g (6 mmol)
Triethylamin 1,680 ml (12 mmol)
Thiophenol 615:1 (6 mmol)
Acetonitril 12 mi

Ausbeute 2,421 g (5,5 mmol; 92%).

2-Tolyl-2',3",4’,6’-tetra- O-acetyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 50 Synthese entsprechend obiger Vor-
schrift. Identifizierung durch Vergleich miH-NMR-Daten aus der Literatur [191, 193].

Ansatz:

Acetobrome-D-glucose 824 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
o-Thiokresol 242 mg (2 mmol)
Acetonitril 4 ml

Ausbeute 772 mg (1,7 mmol; 85 %).

3-Tolyl-2’,3’,4’,6’-tetra- O-acetyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 51 Synthese entsprechend obiger Vor-
schrift. Identifizierung durch Vergleich mitH-NMR-Daten aus der Literatur [193].

Ansatz:
Acetobrome-D-glucose 824 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
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m-Thiokresol 248 mg (2 mmol)
Acetonitril 4 mi

Ausbeute 757 mg (1,67 mmol; 83 %).

4-Tolyl-2’,3’,4’,6’-tetra- O-acetyl-1'-thio--D-glucopyranosid 52 Synthese entsprechend obiger Vor-
schrift. Identifizierung durch Vergleich miH-NMR-Daten aus der Literatur [175,176, 187,193, 197].

Ansatz:

Acetobrome-D-glucose 824 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
p-Thiokresol 246 mg (2 mmol)
Acetonitril 4 ml

Ausbeute 764 mg (1,68 mmol; 84%).

4-Methyl-2-Oxo0-2H-chromen-7-yl-2’,3’,4’,6’-tetra- O-acetyl-1'-4-D-glucopyranosid 57 Synthese ent-
sprechend obiger Vorschrift. Identifizierung durch Vergleich thitNMR-Daten aus der Literatur [191,
193].

Ansatz:

Acetobrome-D-glucose 824 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
4-Methylumbelliferon 344 mg (2 mmol)
Acetonitril 8 ml

Ausbeute 608 mg (1,2 mmol; 60%).

4-Methyl-2-Oxo0-2H-chromen-7-yl-2’,3',4’,6’-tetra- O-acetyl-1’-thio-3-D-glucopyranosid 56 Synthe-
se entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

Acetobrome-D-glucose 822 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
7-Mercapto-4-Methylcoumarin 384 mg (2 mmol)

Acetonitril 8 mil
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Ausbeute 860 mg (1,65 mmol; 82%).H-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 7,49 (d, J=8,4, 1H); 7,46 (d, J=1,8,

1H); 7,29 (dd, §=8,28; 3=1,8, 1H); 6,26 (d, J=1,1, 1H); 5,24 (dd~9,4; 3=9,4, 1H); 5,05 (dd, ¥9,8;

J%=9,7, 1H); 5,01 (dd,¥9,8; 3=9,6, 1H); 4,82 (d, J=10,1, 1H); 4,23 (dd=12,3; 3=4,9, 1H); 4,19 (dd,
J=12,4; 3=2,8, 1H); 3,80 (ddd,¥+10,1; 3=4,9; 3=3,0, 1H); 2,41 (s, 3H); 2,15 (s, 3H); 2,06 (s, 3H);
2,02 (s, 3H); 1,97 (s, 3H}3C-NMR (CDCl) 4 [ppm]: 170,7; 170,0; 169,3; 169,2; 160,1; 153,5; 151,7;
137,5; 126,7; 124,6; 119,3; 118,7; 115,2; 84,7; 76,1; 73,7; 69,6; 68,0; 62,1; 20,7; 20,7; 20,7; 20,5; 18,6.
IR (KBr) o [cm~1]: 3447; 3077; 2943; 1748; 1604; 1438; 1366; 1222; 1167; 1034; 951; 913; 857; 818.
MS (70 eV) m/z (%): 332(9); 331(52); 235(5); 205(5); 193(14); 192(33); 191(31); 170(10); 169(100);
164(14); 163(29)HR-MS m/z [M+]: ber. fur Cy4Ho301,S : 522,119584; gef.: 522,12033WV \,,4.

[nm]: 297; 325.

2-Methoxycarbonyl-phenyl-2’,3’,4’,6’-tetra- O-acetyl-1'-thio-3-D-galactopyranosid 58 Synthese ent-
sprechend obiger Vorschrift, wobei anstelle von Acetobrem-glucose Acetobrona-D-galactose ver-
wendet wurde. Das Produkt ist wenig stabil und darf nicht zur Trockene einrotiert werden.

Ansatz:

Acetobrome-D-galactose 824 mg (2 mmol)
Triethylamin 560ul (4 mmol)
Methyl-2-mercaptobenzoat 300 (2 mmol)
Acetonitril 4 ml

Ausbeute 499 mg (1,0 mmol; 50%). Schmelzpunkt: 288'H-NMR (CDCls) ¢ [ppm]: 7,89 (dd, §=7,8;
J=1,5, 1H); 7,65 (dd,¥8,0; 3=0,8, 1H); 7,45 (td,»7,8; 3=1,6, 1H); 7,30 (td, »7,6; 3=1,0, 1H); 5,47

(dd, 3=3,3; 3=0,7, 1H); 5,36 (t, J=10,0, 1H); 5,10 (dd=9,9; 3=3,4, 1H); 4,87 (d, J=10,1, 1H); 4,19
(dd, 3=11,6; 3=7,3, 1H); 4,13 (dd,+¥11,3; 3=5,9, 1H); 4,02 (td, ¥6,5; 3=0,8, 1H); 3,90 (s, 3H); 2,17

(s, 3H); 2,05 (s, 3H); 2,04 (s, 3H); 1,99 (s, 3FIC-NMR (CDCl) 6 [ppm]: 170,4; 170,2; 170,1; 169,3;
166,8; 136,8; 132,1; 130,8; 129,4; 126,3; 84,9; 74,5; 72,1; 67,2; 66,9; 61,8; 52,2; 20,8; 20,71R20,6.
(KBr) v [cm™1]: 2974; 2882; 1752; 1708; 1470; 1440; 1373; 1280; 1251; 1222; 1144; 1110; 1080; 1056;
954; 920; 750MS (70 eV) m/z (%): 331(100); 229(7); 170(10); 169(95); 167(13); 137(10); 136(22);
127(28); 109(58); 81(9HR-MS m/z [M+]: ber. furC,H1909 331,102908 ; gef.: 331,103168V ...

[nm]: 255; 307.

Mitsunobu-Kupplung

Zur Darstellung von geschutzten, alkyl-substituierten Thioglycosiden wurde eine Mitsunobu-Kupplung
eingesetzt.

1Synthese von Eva Petterson durchgefiihrt.
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1,870 g (7,4 mmol) im Olpumpenvakuum getrocknetes ADDP werden in 40 ml absolutem THF ge-
|6st und unter Eiskthlung werden 7,4 ml (7,4 mmol) einer 1 M L6sung von Trimethylphosphan in THF
gegeben. Die orangefarbene Losung wird eine halbe Stunde bis zur Entfarbung zu einem schwachen Ge
geruhrt. 1,82g (5 mmol) 2,3,4,6-Tet@acetyl-thioe-D-glucopyranosé&9 werden nach Trocknung im
Olpumpenvakuum zusammen mit 779 mg (3,7 mmol) 8-Hydroxygeranylaceiah 20 ml THF ge-
|6st und bei Raumtemperatur zu der Reaktionsmischung gegeben. Das Gemsich wird zwei Stunden b
Raumtemperatur geriihrt, dann der entstandene weil3e Niederschlag abfiltriert und das Lésungsmittel i
Vakuum entfernt. Der Rickstand wird in Ethylacetat aufgenommen und mit Petrolether das entstanden
Hydrazid ausgefallt. Nach erneutem Abfiltrieren, wird das Lésungsmittel wieder im Vakuum entfernt.
Der Rickstand wird nun in Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit Wasser und einmal mit gesat:
tigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Reinigung erfolgt durch Saulenchromatographie &
Kieselgel (EE:PE 3:6, R=0,17). Es bleibt ein schwach gelbes Ol zuriick.

(2E,6E)-8-Acetoxy-2,6-dimethyl-octa-2,6-dienyl-2’,3’,4’,6’-tetra©-acetyl-1'-thio- 5-D-glucopyran-
osid 64 Synthese entsprechend obiger Vorschrift. Identifizierung durch VergleichHtMR-Daten
aus der Literatur [105].

Ansatz:

ADDP 2,124 g (8 mmol)

1 M Trimethylphosphan-Lsg. 8 ml (8 mmol)
1-thio-8-D-glucose tetraacetat 1,888 g (5,2 mmol)
8-Hydroxygeranylacetal5 837 mg (4 mmol)

Ausbeute 1,755 g (3,15 mmol; 79%).

(32)-Hex-3-en-1-yl-2’,3",4’,6’-tetra-O-acetyl-1'-thio- 3-D-glucopyranosid 63
Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

ADDP 504 mg (2 mmol)

1 M Trimethylphosphan-Lsg. 2 ml (2 mmol)
1-thio-3-D-glucose tetraacetat 472 mg (1 mmol)
(2)-3-Hexenol 34 100 mg (1 mmol)

Ausbeute 366 mg (0,82 mmol; 82%). Schmelzpunkt:’66 'H-NMR (CDCl) § [ppm]: 5,44-5,15 (m,
2H); 5,09 (td, =9,4; 3=1,6, 1H); 4,91 (td, +¥9,9; 3=0,7, 1H); 4,78 (ddd,+¥+10,0; 3=9,4; 3=1,0, 1H);
4,40 (dd, §=10,0; 3=5,6, 1H); 4,11 (ddd.+12,4; 3=5,0; 3=2,1, 1H); 4,01 (ddd;¥12,3; 3=1,9; 3=1,5,
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1H); 3,60 (dddd, +10,0; 3=5,0; 3=2,4; J4=1,2, 1H); 2,60-2,44 (m, 2H); 2,22-2,03 (m, 2H); 1,83 (s, 3H);
1,82 (q, J=7,5, 3H); 1,81 (s, 3H); 1,78 (s, 3H); 1,76 (s, 3FE-NMR (CDCl) & [ppm]: 170,1; 169,7;
169,0; 168,9; 133,3; 126,2; 83,2; 75,7; 73,7; 69,7; 68,2; 62,0; 29,6; 27,4; 25,2; 20,3; 20,3; 20,2; 20,2;
13,9.IR (KBr) 7 [cm™1]: 3011, 2962; 2877; 1745; 1483; 1375; 1303; 1256; 1229; 1092; 1043; 978; 916;
879; 835.MS (70 eV) m/z (%): 331(31); 211(10); 169(100); 145(7); 139(9); 127(24); 115 (15); 109(67);
103(5); 97(6); 81(7); 55(1L0HR-MS m/z [M+]: ber. flrCyyH3009S 446,161055; gef.: 446,160928V

Amaz [NM]: 256.

2-Phenylethyl-2’,3',4’,6’-tetra-O-acetyl-1'-thio-5-D-glucopyranosid 61 Synthese entsprechend obi-

ger Vorschrift.

Ansatz:

ADDP 1,514 g (6 mmol)

1 M Trimethylphosphan-Lsg. 6 ml (6 mmol)
1-thio-3-D-glucose tetraacetat 1,421 g (3 mmol)
Phenylethanol31 366 mg (3 mmol)

Ausbeute 366 mg (1,65 mmol; 55%, einer karamelartigen SubstahzNMR (CDCl) § [ppm]: 7,32-

7,25 (m, 2H); 7,24-7,16 (m, 3H); 5,18 (t, J=9,4, 1H); 5,05 (t, J=9,7, 1H); 5,02 (t, J=9,6, 1H); 4,43 (d,
J=9,9, 1H); 4,22 (dd,;¥11,9; 3=5,0, 1H); 4,12 (dd, +12,3; 3=2,4, 1H); 3,64 (ddd,¥+10,0; 3=5,0;
J=2,3, 1H); 3,10-2,84 (m, 4H); 2,04 (s, 3H); 2,02 (s, 3H); 2,00 (s, 3H); 1,98 (s,'3&8)NMR (CDCls)

0 [ppm]: 170,6; 170,2; 169,4; 169,3; 140,0; 128,5; 128,4; 126,5; 83,5; 76,0; 73,9; 69,9; 68,5; 62,2; 36,3;
31,2; 20,7; 20,7; 20,6; 20,6R (KBr) v [cm~1]: 3047; 2964; 2922; 2849; 1738; 1643; 1373; 1257, 1227,
1092; 1037; 912; 802VIS (70 eV) m/z (%): 393(14); 381(9); 348(5); 331(21); 293(26); 281(9); 275(8);
243(8); 231(15); 219(13); 193(8); 181(26); 170(6); 169(48); 143(7); 131(23); 127(6); 119(24); 109(18);
105(5); 100(5); 69(100HR-MS m/z [M+]: ber. furC,,H1909 331,102908 ; gef.: 331,103968V \,,...

[nm]: 252.

Benzyl-2',3',4’,6'-tetra- O-acetyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 62 Synthese
entsprechend obiger Vorschrift. Identifizierung durch Vergleich HitNMR-Daten aus der Literatur
[172,183, 185, 189].

Ansatz:

ADDP 1,008 g (4 mmol)

1 M Trimethylphosphan-Lsg. 4 ml (4 mmol)
1-thio-8-D-glucose tetraacetat 944 mg (2,6 mmol)
Benzylalkoholol 32 216 mg (2 mmol)

Ausbeute 626 mg (1,38 mmol; 69%).
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7.2.3 Entschitzungen und Reduktionen

Zur Entschitzung der acylierten Glycoside werden zwei verschiedene Methoden angewendet, abhang
davon, ob das Aglycon eine Carboxygruppe tragt, die zum Alkohol reduziert werden muf3. Die Verbindun-
gen 53, 54 und 55 werden deshalb mit Lithiumaluminiumhydrid entschitzt und reduziert. Alle anderen
Glycoside werden alkalisch mit Methanolat verseift.

Entschitzung und Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid

In einem 50 ml Zweihalskolben werden 15 ml Tetrahydrofuran vorgelegt. Dann werden 120 mg (3,2
mmol) Lithiumaluminiumhydrid zugegeben. Unter Eiskihlung wird langsam eine Losung von 500 mg
(1 mmol) geschutztem Glycosid in 15 ml Tetrahydrofuran zugetropft. Anschlie3end wird die Reaktion
erhitzt und 2 Stunden refluxiert. Nach dem Abkihlen werden dann nacheinander unter Eiskihlung 0,1!
ml Wasser, 0,15 ml 15 % ige Natronlauge und 0,45 ml Wasser zugegeben. Der dabei entstehende weil
Niederschlag wird abfiltriert und mehrfach mit Methanol gewaschen.

Die Reinigung erfolgt tiber MPLC auf einer RP-18 S&ule mit einem 2:3 Gemisch aus Wasser und
Methanol oder mittels HSCCC (Wasser 7: Methanol 13: Chloroformg8&057).

2-Hydroxymethyl-phenyl-1’-thio- 5-D-glucopyranosid (Thiosalicin) 38 Synthese entsprechend obi-
ger Vorschrift. Identifizierung durch Vergleich mit spektroskopischen Daten aus der Literatur [129].

Ansatz:

2-Methoxycarbonyl-phenyl-2’,3’,4",6'-tetra- 500 mg (1 mmol)
O-acetyl-1'-thio{3-D-glucopyranosicdb3

Lithiumaluminiumhydrid 120 mg (3,2 mmol)

Ausbeute 147 mg (0,49 mmol; 50%).

3-Hydroxymethyl-phenyl-1'-thio- 3-D-glucopyranosid 75 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

3-Methoxycarbonyl-phenyl-2',3’,4’,6'-tetra- 500 mg (1 mmol)
O-acetyl-1'-thio{3-D-glucopyranosid4

Lithiumaluminiumhydrid 120 mg (3,2 mmol)

Ausbeute 119 mg (0,4 mmol; 40%, einer karamelartigen SubstatINMR (D,0) ¢ [ppm]: 7,60 (s,
1H); 7,55 (d, J=7,8, 1H); 7,30 (dd;37,9; 3=7,7, 1H); 7,24 (d, J=7,8, 1H); 4,69 (d, J=9,8, 1H); 4,52
(s, 2H); 3,78 (dd, +12,5; 4=2,1, 1H); 3,60 (dd, ¥12,5; 3=5,8, 1H); 3,42 (t, J=9,2, 1H); 3,38 (ddd,



7.2 SYNTHESEVORSCHRIFTEN 65

J=9,8; 3=6,0; 3=2,1, 1H); 3,30 (t, J=9,4, 1H); 3,24 (t, J=9,4, 1HH)C-NMR (D,0) § [ppm]: 142,7;
133,6; 131,9; 131,4; 130,7; 128,2; 88,4; 81,2; 78,5; 73,0; 70,6; 64,7; B2,Br) » [cm~']: >3100;
2925; 2853; 1269; 1120; 101KIS (70 eV) m/z (%): 302(2); 162 (6); 145(14); 141(8); 140(100); 139(5);
127(9); 123(7); 109(5); 107(7); 97(5); 91(9); 87(14); 85(20); 79(7); 77(11); 73HRIMS m/z [M+]:
ber. firC;3H;304S : 302,082410; gef.: 302,082123V \,,.. [nm]: 201; 251.

4-Hydroxymethyl-phenyl-1'-thio- 5-D-glucopyranosid 74 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

4-Methoxycarbonyl-phenyl-2’,3',4’,6’-tetra- 475 mg (0,95 mmol)
O-acetyl-1'-thio{3-D-glucopyranosidb5

Lithiumaluminiumhydrid 120 mg (3,2 mmol)

Ausbeute 165 mg (0,55 mmol; 57%). Schmelzpunkt:°CZ 'H-NMR (D,0) § [ppm]: 7,46 (d, J=8,2,
2H); 7,27 (d, J=8,2, 2H); 4,67 (d, J=10,1, 1H); 4,52 (s, 2H); 3,78 (¢d13,4; 3=1,7, 1H); 3,60 (dd,
J=12,4; 3=5,6, 1H); 3,41 (t, J=9,0, 1H); 3,37 (ddd,=10,0; 3=5,9; 3=1,0, 1H); 3,29 (t, J=9,6, 1H);
3,23 (dd, J=9,5; 3=9,6, 1H).'3C-NMR (D,0) ¢ [ppm]: 142,9; 134,5; 133,9; 130,8; 89,9; 82,6; 79,9;
74,4;72,0; 66,0; 63,39R (KBr) 7 [cm~!]: >3100; 2893; 2449; 2363; 1489; 1405; 1275; 1035; 860; 800.
MS (70 eV) m/z (%): 302(3); 145(14); 142(5); 141(8); 140(100); 139(5); 127(10); 123(9); 122(7); 111(8);
109(4); 107(13); 97(6); 91(8); 87(12); 85(21); 79(8); 78 (4); 77(12); 73(17); 71(3); 69(9); 61(10); 60(9);
57(6).HR-MS m/z [M+]: ber. furCy3H;504S : 302,082410; gef.: 302,0827368V \,,.. [nm]: 201; 252.

2-Hydroxymethyl-phenyl-1'-thio- 3-D-galactopyranosid 78 Synthese entsprechend obiger Vorschrift

Ansatz:

2-Methoxycarbonyl-phenyl-2',3’,4’,6'-tetra- 500 mg (1 mmol)
O-acetyl-1'-thio{3-D-galactopyranosié8

Lithiumaluminiumhydrid 120 mg (3,2 mmol)

Ausbeute 165 mg (0,55 mmol; 57%). Schmelzpunkt: 2688 'H-NMR (CD;0D) ¢ [ppm]: 7,78 (dd,
J3=7,7; 3=1,3, 1H); 7,49 (dd, ¥7,5; 3=1,3, 1H): 7,35 (td, x7,5; 3=1,3, 1H); 7,30 (td, ¥7,5; 3=1,5,
1H); 4,89 (d, J=13,1, 1H); 4,79 (d, J=12,9, 1H); 4,51 (d, J=9,8, 1H); 3,91 (¢8,6; 3=0,8, 1H); 3,79
(dd, 3=11,5; 3=6,8, 1H); 3,73 (dd, ¥11,3; 3=5,2, 1H); 3,60 (t, J=9,4, 1H); 3,56 (dd,=5,4; }=1,0,
1H); 3,55 (dd, ¢=5,8; 3=0,6, 1H); 3,51 (dd, ¥9,2; 3=3,2, 1H).3*C-NMR (CD;0D) ¢ [ppm]: 144,8;
135,2; 133,6; 129,6; 129,2; 90,8; 80,7; 76,3; 71,1; 70,5; 63,8; 6R,{KBr) 7 [cm~!]: >3100; 2940;

2Synthese von Eva Petterson durchgefiihrt.
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2917; 2886; 1417; 1130; 1085; 1045; 1009; 950; 860; 820; 802; MEB(70 eV) m/z (%): 302(15);
140(71); 123(33); 122(100); 121(41); 91(46); 85(28); 77(22);73(55); 69(16); 61(21); SHERAMS
m/z [M+]: ber. flrC,3H;30¢S : 302,082410; gef.: 302,082154V \,,.. [nm]: 201; 250.

2-Mercaptobenzylalkohol 88 Synthese entsprechend obiger Vorschriliese Synthese dient zur Her-
stellung des Thioaglycons. Entsprechend ist hier kein Glycosid eingesetzt worden, sondern Methylthiose
licylat, wobei der Ester zum Alkohol reduziert wird.

Ansatz:
Methylthiosalicylat 336 mg (2 mmol)
Lithiumaluminiumhydrid 240 mg (6,4 mmol)

'H-NMR (CD;0D) & [ppm]: 7,89 (d, 1H); 7,65 (d, 1H); 7,45 (t, 1H); 7,30 (t, 1H); 4,71 (s, 2HE-

NMR (CD;0D) § [ppm]: 142,8; 135,9; 131,7; 129,3; 127,5; 127,3; 62/S (70 eV) m/z (%): 140 (19);
138 (11); 137 (7); 123 (13); 122 (100); 121 (72); 109 (8); 78 (25); 77 (BR-MS m/z [M+]: ber. fiir

C,HgOS : 141,0374 ; gef.: 141,029V M, [nM]: 201; 2609.

Entschitzungen mit Methanolat

0,73 mmol des geschitzten Glycosids werden in 10 ml Methanol geldst, 0,5 ml (3 mmol) einer 30%iger
Natriummethanolat-Lsg. werden hinzugefligt und das Reaktionsgemisch 12 h bei Raumtemperatur g
rahrt. Danach wird mit einem lonentauscher (Amberlite IRC 50 oder Amberlite IRC86) neutralisiert und
abfiltriert.

Die Reinigung erfolgt tber MPLC auf einer RP-18 Séaule mit einem 2:3 Gemisch aus Wasser und
Methanol oder mittels HSCCC (Wasser 7: Methanol 13: Chloroform:8053).

(2E,6E)-8-Hydroxy-2,6-dimethyl-octa-2,6-dienyl-1'-thio<{3-D-glucopyranosid
66 Synthese entsprechend obiger Vorschrift. Identifizierung durch VergleichHidMR-Daten aus
der Literatur [105].

Ansatz:

(2E,6E)-8-Hydroxy-2,6-dimethyl-octa-2,6-dienyl 1,6 g (2,875 mmol)
-2',3,4’,6'-tetra-O-acetyl-1'-thio3-D-

glucopyranosidb4

30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 720 mg (2,07 mmol; 72%).

3Synthese von Eva Petterson durchgefiihrt.
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(32)-Hex-3-en-1-yl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 67 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

(32)-Hex-3-enyl-2’,3',4’,6’-tetra©-acetyl- 325 mg (0,73 mmol)
1’-thio-(-D-glucopyranosi®b3

30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 133 mg (0,48 mmol; 67%). Schmelzpunkt°€5'H-NMR (CD;0D) ¢ [ppm]: 5,80-5,55 (m,

2H); 4,67 (dd, 4=9,8; 3=4,5, 1H); 4,03 (d, J=12,5, 1H); 3,88 (dd~12,2; 3=4,3, 1H); 3,65-3,57 (m,

3H); 3,48 (td, J§=9,5; 3=1,6, 1H); 2,94-2,91(m, 2H); 2,57-2,46 (m, 2H); 2,25-2,12 (m, 2H); 1,11 (t,
J=7,5, 3H).1*C-NMR (CD;0D) ¢ [ppm]: 134,2; 127,4; 85,7; 80,2; 77,7; 72,8; 69,9; 61,3; 30,2; 27,7;
20,7; 14,1 IR (KBr) 7 [cm~!]: 3416; 2942; 2832; 1637; 1458; 1261; 1112; 1032; @& (70 eV)

m/z (%): 278(2); 234(1); 229(1); 205(2); 198(4); 187(3); 169(5); 163(13); 162(18); 145(78); 127(53);
117(18); 116(43); 115(100); 103(13); 99(14); 97(21); 91(27); 87(92); 85(90); 83(18); 82(22); 81(12);
73(65); 71(18); 69(34); 67(17); 61(39); 60(30); 57(41); 55(48R-MS m/z [M+]: ber. flurC5H5,05S :
278,118796; gef.: 278,118609V ., [nm]: 256.

2-Phenylethyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 68 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

Phenethyl-2’,3',4’,6'-tetra@-acetyl- 773 mg (1,65 mmol)
1’-thio-(-D-glucopyranosi®bl

30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 476 mg (1,58 mmol; 96%, eines gelben Olé$)-NMR (CD;0D) 6 [ppm]: 7,24-7,17 (m,

4H); 7,17 (tt, 3=6,8; 3=1,8, 1H); 4,37 (d, J=9,5, 1H); 3,87 (dd~11,9; 3=2,1, 1H); 3,62 (dd,*11,9;
J=5,5, 1H); 3,37-3,37 (m, 1H); 3,31 (t, J=8,7, 1H); 3,27 (ddd;9)5; 3=6,0; }=2,4, 1H); 3,21 (dd,
J;=9,8; 3=8,5, 1H); 2,99-2,84 (m, 4H}3C-NMR (D;0) § [ppm]: 141,2; 129,3; 129,2; 127,1; 85,6; 80,4;
77,8;73,0;70,1; 61,5; 36,2; 31)&® (KBr) 7 [cm~!]: > 3100; 3026; 2923; 1499; 1453; 1350; 1273; 1050;
885; 822; 698MS (70 eV) m/z (%): 300(3); 282(3); 264(2); 251(2); 223(3); 163(10); 162(10); 145(58);
138(57); 127(37); 116(56); 105(100); 104(61); 91(58); 87(43); 85(69); 73(61); 69(23); 61(31); 60(30);
57(35).HR-MS m/z [M+]: ber. fur C14H5,05S : 300,103146; gef.: 300,102700V \,... [nm]: 201,

259.

Benzyl-1’-thio-5-D-glucopyranosid 69 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:
Benzyl-2’,3',4’,6'-tetraO-acetyl- 325 mg (0,7 mmol)
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1’-thio-3-D-glucopyranosidb?2
30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 190 mg (0,68 mmol; 96%, einer karamelartigen Substam#¥INMR (D,0) 6 [ppm]: 7,28-

7,19 (m, 4H); 7,18-7,12 (m, 1H); 4,11 (d, J=9,4, 1H); 3,83 (d, J=13,1, 1H); 3,74 (d, J=13,4, 1H); 3,66 (dd,
J1=12,5; 3=2,2, 1H); 3,49 (dd, ¥12,5; 3=5,5, 1H); 3,21-3,18 (m, 1H); 3,17-3,10 (m, 3HJC-NMR

(D,0) § [ppm]: 138,1; 129,3; 128,8; 127,8; 84,1; 79,9; 77,4; 72,3; 69,7; 61,1; 83,6<Br) o [cm~!]:

3428; 2924; 1640; 1546; 1460; 1070; 869; 7KES (70 eV) m/z (%): 286(3); 268(4); 250(3); 195(4);
145(45); 124(59); 116(20); 110(17); 91(100); 85(49); 73(48R-MS m/z [M+]: ber. fur C13H305S :
286,087496; gef.: 286,087578V \,,.. [nm]: 201; 258.

4-Tolyl-1’-thio- 5-D-glucopyranosid 70 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

4-Tolyl-2’,3’,4’,6’-tetra-O-acetyl- 459 mg (1,01 mmol)
1’-thio-3-D-glucopyranosi®b?2

30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 274 mg (0,96 mmol; 96%). Schmelzpunkt: 288'H-NMR (CDs;0D) § [ppm]: 7,37 (d, J=8,2,
2H); 7,14 (d, J=8,2, 2H); 4,59 (d, J=9,8, 1H); 3,77 (d&;1R,5; 3=2,1, 1H); 3,59 (dd, ¥12,4; 3=5,6,

1H); 3,40 (t, J=8,9, 1H); 3,33 (ddd,<9,8; 3=5,5; }=2,1, 1H); 3,27 (t, J=9,6, 1H); 3,21 (g, J=9,0, 1H);
2,22 (s, 3H)*C-NMR (CDs;0D) ¢ [ppm]: 139,0; 133,8; 131,4; 130,8; 89,9; 82,2; 79,9; 73,9; 71,6; 63,1;
21,4.1R (KBr) 7 [em~!]: >3200; 3021; 2912; 2878; 2641; 1488; 1438; 1388; 1322; 1239; 1211, 1178;
1079; 1045; 868; 80MS (70 eV) m/z (%): 286(6); 145(8); 127(6); 124(100); 123(10); 97(5); 91(22);
87(10); 85(15); 73(13); 69(7); 61(8); 57(HR-MS m/z [M+]: ber. fur C13H1305S : 286,087496; gef.:
286,087404UV \,,.. [nm]: 201; 250.

3-Tolyl-1'-thio- 5-D-glucopyranosid 71 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

3-Tolyl-2,3",4’,6’-tetra-O-acetyl- 476 mg (1,05 mmol)
1’-thio-3-D-glucopyranosicbl

30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 297 mg (1,04 mmol; 99%). Schmelzpunkt @l 'H-NMR (CDs0D) ¢ [ppm]: 7,36 ( s, 1H);
7,30 (d, J=7,6, 1H); 7,13 (t, J=7,6, 1H); 7,02 (d, J=7,6, 1H); 4,54 (d, J=10,1, 1H); 3,82,&d®,2;
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J=1,8, 1H): 3,62 (dd,¥12,2; 3=5,5, 1H): 3,35 (t, J=8,7, 1H); 3,28 (ddd=9,2; 3=5,9; 3=1,9, 1H);

3,25 (dd, J=9,3: 3=8,7, 1H): 3,18 (dd, +9,8: 3=8,9, 1H); 2,22 (s, 3H)'*C-NMR (CD;0OD) J [ppm]:
140,1; 135,3; 133,4; 130,0; 129,3; 89,7; 82,3; 79,9; 74,1; 71,7; 63,2; IR Br) # [cm~']: >3100;
2908; 1586; 1473; 1419; 1375; 1280; 1214; 1123; 1067; 890; 828; 772MEBEI0 V) m/z (%): 286(4);
145(10); 127(8); 126(5); 125(10); 124(100); 123(6); 97(5); 91(21): 87(10); 85(18); 73(13); 69(7); 61(9);
57(9).HR-MS m/z [M+]: ber. firC,3H,505S : 286,087496; gef.: 286,087410V \,,.. [nm]: 203: 250.

2-Tolyl-1'-thio- 5-D-glucopyranosid 72 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

2-Tolyl-2’,3",4’,6’-tetra-O-acetyl- 450 mg (0,99 mmol)
1’-thio-3-D-glucopyranosicb0

30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 278 mg (0,97, mmol; 98%, einer karamelartigen SubstakENMR (CDsOD) § [ppm]: 7,52
(dd, 3=7,2; 3=1,7, 1H); 7,21 (dd, ¥7,8; 3=1,4, 1H); 7,18 (td, +7,2; 3=1,9, 1H); 7,15 (id, 7,4,
J=1,8, 1H); 4,69 (d, J=10,1, 1H); 3,78 (dd~l12,5; 3=2,1, 1H); 3,60 (dd,¥+12,5; 3=5,5, 1H); 3,35 (t,
J=8,7, 1H); 3,48 (ddd,;39,6; 3=5,5; 3=2,1, 1H); 3,45 (d, +6,1, 1H); 3,43 (dd, ¥8,5; 3=7,6, 1H);
2,42 (s, 3H).13C-NMR (CD;0D) § [ppm]: 140,0; 135,2; 132,7; 131,1; 128,2; 127,7; 89,3; 82,0; 79,7;
74,2; 71,4; 62,9; 21,1R (KBr) 7 [cm™!]: >3100; 2925; 1589; 1466; 1363; 1272; 1228; 1108; 1045;
921; 884, 825; 737; 680S (70 eV) m/z (%): 286(3); 145(12); 124(100); 97(6); 91(21); 87(13); 85(22);
73(15); 69(9); 61(10); 57(12HR-MS m/z [M+]: ber. fur C;3H305S : 286,087496; gef.: 286,087761.
UV Apnae [NM]: 210; 247.

Phenyl-1’-thio-3-D-glucopyranosid 73 Synthese entsprechend obiger Vorschrift. Identifizierung durch
Vergleich mit'H-NMR-Daten aus der Literatur [181].

Ansatz:

Phenyl-2’,3’,4’,6'-tetra©-acetyl- 2,421 g (5,5 mmol)
1’-thio-(-D-glucopyranosidi9

30%-ige NaOMe-Lsg. 1 ml (6,4 mmol)

Ausbeute 941 mg (3,45 mmol; 63%).

4-Methyl-2-Oxo0-2H-chromen-7-yl-1'-3-D-glucopyranosid 77 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.
Identifizierung durch Vergleich mitH- und*C-NMR-Daten aus der Literatur [177, 180].
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Ansatz:

4-Methyl-2-Oxo-H-chromen-7-yl-2',3',4’,6’-tetra- 570 mg (1,1 mmol)
O-acetyl-#-D-glucopyranosidb7

30%-ige NaOMe-Lsg. 0,5 ml (3,2 mmol)

Ausbeute 173 mg (0,51 mmol; 46%).
Das Produkt ist nicht stabil und verfarbt sich an der Luft braun.

4-Methyl-2-Oxo-2H-chromen-7-yl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 76 Synthese entsprechend obiger
Vorschrift.

Ansatz:

4-Methyl-2-Oxo-H-chromen-7-yl-2',3',4’,6’-tetra- 850 mg (1,62 mmol)
O-acetyl-1'-thio{3-D-glucopyranosi®b6

30%-ige NaOMe-Lsg. 1 ml (6,4 mmol)

Ausbeute 570 mg (1,61 mmol; 99%)H-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 6,79 (d, J=7,7, 1H); 6,67 (d, J=1,8,
1H); 6,56 (dd, =7,7; 3=2,0, 2H); 5,81 (d, J=1,3, 1H); 3,82 (dd~12,4; 3=2,1, 1H); 3,64 (dd,¥+12,5;
=57, 1H); 3,45 (t, J=8,9, 1H); 3,42 (ddd,=9,6; }=5,8; 3=2,0, 1H); 3,34 (t, J=9,6, 1H); 3,29 (dd,
J;=9,8; 3=8,7, 1H); 1,93 (d, J=1,3, 3H}>C-NMR (CDCl) § [ppm]: 177,2; 147,7; 132,8; 131,6; 129,7;
124,3;122,3; 116,6; 87,9; 80,5; 78,1; 72,5; 70,1; 61,4; AR3KBr) & [cm~1]: 3429; 2924; 2856; 1717;
1604; 1460; 1382; 1320; 1053; 917; 879; 825; 772; ™M8.(70 eV) m/z (%): 355(21); 341(7); 281(73);
267(10); 216(14); 207(30); 191 (100); 177(20); 166(61); 164(38); 153(41); 151(37); 150(30); 147(25);
129(19).HR-MS m/z [M+]: ber. fur C;(H;0O,S : 191,016676; gef.: 191,01608@V \,,.,. [nm]: 299,

326.

Fluoreszenz\,,.. g [NM]: 407.

7.2.4 Allgemeine Synthesevorschrift zur Darstellung von Butyraten

Zur Herstellung von Referenzestern wurden primare, sekundare und tertiare Alkohole mit Isobuttersaur
und 2-Methylbuttersaure in Gegenwart von DMAP und DCC umgesetzt.

Zu 10 mmol Carbonséure in 10 ml wasserfreiem Dichlormethan werden unter Riihren 80 mg DMAP
und 15 mmol Alkohol gegeben. Be?Q werden dann 2,3 g (11 mmol) DCC in 10 ml Dichlormethan
zugegeben und 5 min. gerthrt. Nach dreistiindigem Rihren bei Raumtemperatur wird der entstander
Harnstoff abfiltriert und das Gemisch mit 0,5 N Salzs&aure und ges. Natriumhydrogencarbonatlésung ge
waschen. Die organische Phase wird Gber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel entfernt. D¢
Rohprodukt wird durch Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigtGGHR=0,4).
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Heptylisobutyrat 82 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

1-Heptanol 0,6 ml (4,24 mmol)
Isobuttersaure 0,1 ml (1,06 mmol)
DMAP 95 mg (0,78 mmol)
DCC 230 mg (1,11 mmol)

Ausbeute 190 mg (1,02 mmol; 96%). Schmelzpunkt: flissig-NMR (CDCl) § [ppm]: 4,03 (t, J=6,7,

2H); 2,50 (sept. , J=7,0, 1H); 1,59 (quint. , J=7,0, 2H); 1,36-1,19 (m, 8H); 1,13 (d, J=7,0, 6H); 0,86
(t, J=7,0, 3H).13C-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 177,2; 64,4; 34,0; 31,7; 28,9; 28,6; 25,9; 22,5; 19,0; 14,0.
IR (KBr) 7 [cm~!]: 2931; 2858; 1736; 1470; 1343; 1192; 1158; 10WE (70 eV) m/z (%): 186(11);
144(46); 142(38); 100(13); 98(37); 89(50); 83(22); 82(13); 71(35); 70(29); 69(20); 62(29); 57(100);
56(86); 55(63)HR-MS m/z [M+]: ber. fir C;;Hy20, : 186,161980 ; gef.: 186,16168AV \,,.. [nm]:

253.

Heptan-2-yl-isobutyrat 83 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

2-Heptanol 1,42 ml (10 mmol)
Isobuttersaure 0,23 ml (2,5 mmol)
DMAP 110 mg (0,9 mmol)
DCC 572 mg (2,75 mmol)

Ausbeute 210,3 mg (1,13 mmol; 45%). Schmelzpunkt: flissig-NMR (CDCl) § [ppm]: 4,86 (tq,
J=6,4; 3=6,4, 1H); 2,48 (sept. , J=7,0, 1H); 1,59-1,50 (m, 1H); 1,49-1,38 (m, 1H); 1,36-1,19 (m, 6H);
1,16 (d, J=6,2, 3H); 1,13 (dd,37,0; 3=2,5, 6H); 0,85 (t, J=7,0, 3H)>C-NMR (CDCl;) ¢ [ppm]: 176,8;
70,5; 35,9; 34,2; 31,6; 25,0; 22,5; 19,9; 19,0; 18,9; 189(KBr) © [cm~!]: 2977; 2934; 2867; 1734;
1470; 1386; 1331; 1263; 1196; 1162; 1124; 1071; 948; 754; M&3(70 eV) m/z (%): 170(15); 149(22);
141(17); 115(11); 98(24); 85(31); 83(13); 77(20); 71(49); 70(13); 69(15); 57(100); 56(22); 55(R3).

MS m/z [M+]: ber. furC,H50, : 115,112290; gef.: 115,112404V \,,.. [nm]: 253.

3-Ethylpentan-3-yl-isobutyrat 84 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

3-Ethyl-3-pentanol 1,42 ml (10 mmol)
Isobuttersaure 0,23 ml (2,5 mmol)
DMAP 27,5 mg (0,23 mmol)

DCC 572 mg (2,75 mmol)
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Ausbeute 1,7 mg (0,01 mmol; <1%). Schmelzpunkt: flissigl-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 2,47 (sept. ,
J=7,0, 1H); 1,82 (q, J=7,5, 6H); 1,14 (d, J=7,0, 6H); 0,81 (t, J=7,5, S¥ONMR (CDCl) ¢ [ppm]:
173,2; 87,8; 35,4; 31,3; 18,7; 7,9. IR (NaCl-Filin]Jcm~!]: 2932; 2855; 2120; 1814; 1728; 1451; 1387;
1359; 1198; 1136; 1021; 890; 64BIS (70 eV) m/z (%): 170(11); 157(44); 149(23); 99(70); 98(64);
87(30); 83(16); 77(11); 72(16); 71(100); 70(17); 69(51); 57(99); 56(15); 55HRIMS m/z [M+]: ber.
fur C11H,,05 1 1186,161980; gef.: 186,89RV \,,... [nm]: 286.

Heptyl-2-methylbutanoat 85 Synthese entsprechend obiger Vorschrift. Identifizierung durch Vergleich
mit MS-Daten aus der Literatur [179].

Ansatz:

1-Heptanol 1,06 ml (7,5 mmol)
2-Methylbuttersaure 0,27 ml (2,5 mmol)
DMAP 17,5 mg (0,59 mmol)
DCC 572 mg (2,75 mmol)

Ausbeute 500,8 mg (2,49 mmol; 99%).

Heptan-2-yl-2-methylbutanoat 86 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

2-Heptanol 1,06 ml (7,5 mmol)
2-Methylbuttersaure 0,27 ml (2,5 mmol)
DMAP 17,5 mg (0,14 mmol)
DCC 572 mg (2,75 mmol)

Ausbeute 190 mg (1,02 mmol; 41%). Schmelzpunkt: fliissig-NMR (CDCl) 6 [ppm]: 4,87 (sext. t,
J1=6,3; 3=0,7, 1H); 2,29 (sext., J=6,9, 1H); 1,64 (q¢+3.,4; 3=6,2, 1H); 1,59-1,49 (m, 1H); 1,48-1,36
(m, 2H); 1,35-1,20 (m, 6H); 1,17 (d, J=6,2, 3H); 1,10 (dd-d0; 3=0,7, 3H); 0,87 (t, J=7,5, 3H); 0,85

(t, J=6,9, 3H).13C-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 176,4; 70,5; 41,4; 35,9; 31,6; 26,8; 25,0; 22,5; 20,0; 20,0;
16,7; 16,6; 13,9; 11,8R (KBr) 7 [cm~1]: 2969; 2933; 2865; 2737; 2362; 2121; 1734; 1624; 1579; 1462;
1380; 1337; 1299; 1265; 1188; 1167; 1123; 1080; 1026; 969; 930; 860; 803; 75M1%200 eV) m/z

(%): 163(12); 103(24); 99(14); 98(28); 85(59); 83(21); 81(14); 70(10); 69(11); 57(100); 56(38); 55(43).
HR-MS m/z [M+]: ber. furC;H50, : 115,112290 ; gef.: 115,11221@V \,,.. [nm]: 253.

3-Ethylpentan-3-yl-2-methylbutanoat 87 Synthese entsprechend obiger Vorschrift.
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Ansatz:

3-Ethyl-3-pentanol 1 ml (7,1 mmol)
2-Methylbuttersaure 0,27 ml (2,5 mmol)
DMAP 25 mg (0,2 mmol)
DCC 572 mg (2,75 mmol)

Ausbeute 6,3 mg (0,03 mmol; 2%). Schmelzpunkt: flissi¢gi-NMR (CDCl;) § [ppm]: 2,29 (sext. ,
J=6,9, 1H); 1,76 (q, J=7,5, 2H); 1,73-1,31 (m, 6H); 1,14 (d, J=6,9, 3H); 1,12-1,04 (m, 3H); 0,90 (t, J=7,5,
3H); 0,85-0,81 (m, 3H); 0,74 (t, J=7,5, 3HYC-NMR (CDCl) § [ppm]: 172,3; 87,6; 42,0; 26,8; 26,2;
15,8; 11,3; 7,6. IR (NaCl-Filmy [cm~!]: 2970; 2880; 1815; 1727; 1461; 1383; 1264; 1193; 1135; 1037;
871.MS (70 eV) m/z (%): 200(19; 167(17); 149(44); 113(10); 112(10); 111(10); 103 (14); 99(11); 97(17);
85(51); 84(10); 83(23); 81(10); 71(45); 70(15); 69(29); 57 (100); 56(13); 55E8RIMS m/z [M+]: ber.

fr C15H,40, : 200,177630 ; gef.: 200,178368.

7.2.5 Umesterung zur Darstellung von Vinylbutyraten

Vinylbutyrate sind durch Umesterung von Vinylacetat synthetisiert worden. Als Katalysator fur diese
Reaktion dient Quecksilber(ll)acetat [141, 142].

Ein mit RuckfluBkuhler besttickter 50 ml Zweihalskolben wird mit 20 mmol Carbonséure, 15 ml (160
mmol) Vinylacetat, 66 mg (4% w/ w) Quecksilber(ll)acetat und 10 ml THF gefillt. Nach 30 min. Ruhren
unter Argon werden 2 (0,04 mmol) Schwefelsaure zugegeben und die geriihrte Reaktionsmischung
auf 40C erhitzt. Nach 12 Stunden wird die Reaktion durch Zugabe von Natriumacetat im UberschuRl
beendet. Nach vorsichtigem Entfernen des Loésungsmittels und des tUberschissigen Vinylacetats wird der
Ester in Diethylether aufgenommen und zuerst mit Natriumhydrogencarbonat-Lsg., dann mit Kochsalz-
l6sung extrahiert, filtriert und Gber Natriumsulfat getrocknet. Reinigung erfolgt duch Rektifikation bei
vermindertem Druck.

Vinylisobutyrat ~ Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

Vinylacetat 15 ml (160 mmol)
Isobuttersaure 881 mg (10 mmol)
Quecksilberacetat 66 mg (0,2 mmol)
Schwefelsaure 21 (0,04 mmol)

Ausbeute 105,6 mg (0,9 mmol; 9%). Schmelzpunkt: flissigl-NMR (CDCl;) ¢ [ppm]: 7,22 (dd,
J=13,9; 3=6,2, 1H); 4,82 (dt,+14,0; 3=1,7, 1H); 4,50 (ddd,¥6,2; 3=1,6; 3=1,6, 1H); 2,55 (quint. ,
J=7,0, 1H); 1,15 (d, J=7,1, 6HC-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 174,1; 141,4; 97,4; 33,8; 18,IR (KBr) v
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[cm~1]: 3124; 3091; 2978; 2939; 2879; 1754; 1647; 1471; 1388; 1372; 1345; 1292; 1242; 1216; 1186;
1148.MS (70 eV) m/z (%): 114(45); 97(23); 87(17); 73(16); 72(15); 71(100); 57(16); 55@B}MS
m/z [M+]: ber. firCgH;,0, : 114,068080; gef.: 114,068128V \,,.. [nm]: 286.

Vinyl-2-metylbutanoat  Synthese entsprechend obiger Vorschrift.

Ansatz:

Vinylacetat 15 ml (160 mmol)
2-Methylbuttersaure 1020 mg (10 mmol)
Quecksilberacetat 80 mg (0,25 mmol)
Schwefelsaure 21 (0,04 mmol)

Ausbeute 111 mg (0,9 mmol; 9%). Schmelzpunkt: flissigl-NMR (CDCls) é [ppm]: 7,27 (dd, $=14,0;
}=6,3, 1H); 4,86 (dt, =14,0; 3=1,4, 1H); 4,55 (dt, +6,3; 3=1,6, 1H); 2,43 (quint. , J=7,0, 1H); 1,70
(dt, 3=13,7; 3=7,4, 1H); 1,50 (tt, 3=13,9; 3=7,4, 1H); 1,17 (d, J=7,0, 3H); 0,91 (t, J=7,5, 3HC-NMR
(CDCl) 6 [ppm]: 173,7; 141,3; 97,4; 40,8; 26,5; 16,3; 118.(KBr) © [cm~1]: 3089; 2972; 2939; 2880;
1818; 1751; 1647; 1463; 1374; 1296; 1225; 1172; 1147; 1009; 951; 872; 807; 7481B0F.0 eV)

m/z (%): 128(17); 115(9); 103(7); 85(100); 84(8); 73(18); 71(33); 69(19); 57(79); 56(7); 55(37); 54(10).
HR-MS m/z [M+]: ber. firC;H;5,0, : 128,083730; gef.: 128,08380@V \,,.. [nm]: 261.

7.2.6 Regioselektive Acylierung von Glycosiden

Verschiedene Glycoside und Thioglycoside werden selektiv in 6-Position des Kohlenhydrates acyliert
Dazu werden die Glycoside in Gegenwart ei@andida antarcticaLipase (Novozym 435) und Vinyle-
stern in organischen Losungsmitteln umgesetzt [142].

0,35 mmol Glycosid werden in 8 ml eines 1:1 Gemisches aus Pyridin und Tetrahydrofuran geldst. 0,13
ml (1,4 mmol) Vinylester und 50 mgandida antarcticaLipase B (Novozym 435) werden zugegeben und
das Reaktionsgemisch 48 h ber@&7geruhrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 10 ml Methanol been-
det, das Enzym abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Reinigung erfolgt mittels HSCCC
(Chloroform 7: Methanol 13: Wasser 8).

2-Hydroxymethyl-phenyl-6’-O-acetyl-1’-thio-3-D-glucopyranosid 79 Synthese entsprechend obiger
Vorschrift.

Ansatz:
Vinylacetat 0,13 ml (1,4 mmol)
Salicin18 100 mg (0,35 mmol)

Novozym 435 50 mg
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Ausbeute 96 mg (0,28 mmol; 80%). Schmelzpunkt: 289 'H-NMR (DMSO) § [ppm]: 7,36 (d, J=6,7,

1H); 7,18 (td, 9=7,6; 3=1,2, 1H); 7,02 (d, J=8,6, 1H); 7,00 (t, J=7,7, 1H); 5,4 (s(br), 1H); 5,3 (s(br), 2H);
5,0 (s(br), 1H); 4,79 (d, J=7,5, 1H); 4,62 (d, J=14,3, 1H); 4,34 (d, J=14,3, 1H); 4,26,&1d.,J; 3=1,9,

1H); 4,08 (dd, §=11,8; 3=6,8, 1H); 3,57 (ddd,¥9,5, 3=6,9, 3=2,2, 1H); 3,30-3,22 (m, 2H); 3,20-3,14

(m, 1H); 2,00 (s, 3H)!3C-NMR (CDs;0D) § [ppm]: 170,2; 154,3; 131,5; 127,6; 127,1; 121,8; 114,7;
101,1; 76,2; 73,5; 73,2; 69,9; 63,4; 58,1; 20R.(KBr) 7 [cm~!']: 3397; 2883; 1744; 1604; 1493; 1457,
1366; 1239; 1079; 1040; 841; 763; 636; 608S (70 eV) m/z (%): 343(9); 279(19); 231(10); 181(17);
167(26); 149(71); 131 (15); 119(10); 88(11); 86(63); 84(100); 79(38); 71(13); 70(13); 69(51); 57(25);
55(13); 52(25); 51(43)HR-MS m/z [M+]: ber. fur CgH;304 : 205,071213; gef.: 205,071854V ..

[nm]: 261.

2-Methyl-phenyl-6’-O-(2-Methylpropanyl)-1'-thio- 5-D-glucopyranosid 80 Synthese entsprechend
obiger Vorschrift.

Ansatz:

Vinylisobutyrat 40l (0,35 mmol)
72 33 mg (0,12 mmol)
Novozym 435 12,5 mg

Ausbeute 15,3 mg (0,04 mmol; 37%, einer karamelartigen SubstdhINMR ((CD3),S0) 4 [ppm]:
7,46 (dd, 9=5,0; 3=4,1, 1H); 7,18 (dd,¥4,6, 3=4,6, 1H); 7,12 (ddd,¥9,3; 3=3,6; 3=3,6, 2H); 5,37
(d, J=6,4, 1H); 5,26 (d, J=5,5, 1H); 5,22 (d, J=5,0, 1H); 4,65 (d, J=10,1, 1H); 4,32,ld1,9; 3=1,4,
1H); 3,95 (dd, ¢=11,9; 3=7,3, 1H); 3,48 (ddd,&8,5; 3=7,8; 3=0,7, 1H); 3,24 (id, +8,7; 3=5,0, 1H);
3,10 (tt, 3=9,1; 3=6,3, 1H); 2,28 (s, 3H); 2,16 (tt;37,0; 3=4,1, 1H); 1,06 (d, J=12,8, 3H); 1,05 (d,
J=12,8, 3H)*C-NMR ((CD5),S0)4 [ppm]: 176,1; 137,4; 134,3; 130,0; 129,4; 126,5; 126,4; 86,4; 78,0;
77,6; 72,6; 70,1; 64,0; 33,4; 20,4; 18IR (KBr) 7 [cm~!]: 3408; 1722; 1634; 1410; 1296; 1200; 1042;
900; 810; 750; 57MS (APCI) m/z (%): 374(4M + NH, ); 357(3,M + H); 339(26,(M + H) — H,0 );
321(7,(M + H) — 2 x H,0); 303(12,(M + H) — 3 x H,0); 233(100,Glycon ); 215(6,Glycon — HyO

); 197(3,Glycon — 2 x Hy0); 179(1,Glycon — 3 x HyO ). HR-MS m/z [M+]: ber. fir[C;7H2404S + H]

: 357,4445; gef.: 357,325QV \,,q, [nM]: 255.

(32)-Hex-3-en-1-yl-6’-O-(2-Methylpropanyl)-1’-thio- 5-D-glucopyranosid 81 Synthese entsprechend

obiger Vorschrift.

Ansatz:

Vinylisobutyrat 40ul (0,35 mmol)
67 33 mg (0,12 mmol)

Novozym 435 12,5mg
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Ausbeute 1,3 mg (0,004 mmol; 4%, einer karamelartigen Substam#NMR (CDCls) § [ppm]: 5,55-
5,45 (m, 1H); 5,38-5,32 (m, 1H); 4,50 (dd~12,2; 3=4,4, 1H); 4,35 (d, J=9,6, 1H); 4,29 (dd~12,4;
J3=2,3, 1H); 3,59 (t, J=8,8, 1H); 3,48 (ddd=9,7; 3=4,5, 3=2,4, 1H); 3,38 (td,¥8,5, 3=0,9, 2H); 2,72
(g,J=7,9, 2H); 2,62 (quin, J=7,0, 1H); 2,39 (q, J=7,2, 2H); 2,06 (quin, J=7,2, 2H); 1,19 €140 ,)3=3,4,
6H); 097 (t, J=7,5, 3H)!*C-NMR (CDCl) ¢ [ppm]: 178,1; 133,9; 126,2; 86,3; 78,1; 77,4; 72,3; 69,7;
63,1; 34,0; 30,3; 27,9; 20,7; 19,1; 14|R (KBr) © [cm~1]: 3394; 2967; 1733; 1637; 1467; 1352; 1200;
1163; 1081; 980; 885; 8334S (70 eV) m/z (%): 348(1); 233(31); 215(67); 203(14); 169(49); 145(25);
127(39); 115(49); 89(29); 71(100); 55(3HR-MS m/z [M+]: ber. fur C15H2506S : 348,160661 ; gef.:
348,163345UV \,,.. [nm]: 256.

8 Analytik

8.1 Spektroskopie

NMR-Spektrometer Bruker Avance DRX 500
Bruker Avance 400
IR-Spektrometer Bruker Equinox 55 FTIR Spektrophotometer
HR-MS-Spektrometer Micromass MassSpec
Micromass Quattro Il
MALDI-TOF-MS Micromass Q-Tof 1.5
UV-Spektrometer JASCO V-550UV/VIS Spektrophotometer
Polarimeter JASCO P-1030 Polarimeter
Kristallstruktur Nonius KappaCCD Diffraktometer

8.2 Chromatographie

LC-MS Agilent HP1100 mit Finnigan LCQ

LC-Saulen GROM-SIL 120 ODS-3 CP;3n, 125*2mm
GROM-SIL 120 ODS-7 ph, 4m, 125*2mm

GC-MS Finnigan MAT Magnum (lonenfalle)
ThermoQuest trace GC-MS 2000 (Quadrupol)

GC-C-IRMS Micromass IsoPrime

GC-Séaulen Alltech EC-5; Lange: 15m; ID: 0,25mm; Film:
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0,25um
Saulenchromatographie Merck, Kieselgel 60 (0,0963-0,200mm)
MPLC (Reversed Phase) Merck, LiChrop@RP-18 (40-63m)
DC Merck, PSC-Fertigplatten Kieselgel 6Q4b,
Schichtdicke 2mm
HSCCC Triple Coil, P.C. inc
GroRenausschlul3- Amersham, SMART System, Superdex 75

chromatographie

8.3 Optische Gerate

Mikroskop Zeiss Axioskop
Stereomikroskop Zeiss Stemi 2000-C
Schmelzpunktbestimmung Blichi Melting Point B-540
8.4 Waagen
Prazisionswaagen Mettler Toledo PB3002-S
Analysenwaagen Sartorius BP 210 S
Sartorius BP 211 D
Mikrowaage Mettler-Toledo UMX-2

8.5 Parameter fir die Chromatographie

8.5.1 LC-MS Parameter fiir die Untersuchung von Thioglycosiden und CoAs

Alle quantitativen Bestimmungen von Thioglycosiden erfolgten mit den aufgefiihrten Voreinstellungen.
Der HPLC-Lauf wurde durch gleichzeitige UV-Messungen bei 3 verschiedenen Wellenlangen verfolgt.

Injektionsvolumen 3-3Ql

Maximaldruck 350 bar

UV-Detektor 224 nm
254 nm

280 nm
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Thioglycoside:

Laufmittel

FluRrate

CoOAs:
Laufmittel

FluRRrate

A: Wasser mit 0,5 % Essigsaure
B: Acetonitril mit 0,5 % Essigsaure
0,25 ml/min

A: Wasser mit 0,5 % Trifluoressigsaure
B: Acetonitril mit 0,5 % Trifluoressigsaure
0,2 ml/min

Tabelle 8.1HPLC-Gradienten fir die Untersuchung von Thioglycosiden und CoAs

Zeit [min] Laufmittel B [%]

0,0 5,0
17,0 100,0
25,0 100,0
251 5,0
35,0 5,0

Es wurden bei der MS stets APCI Messungen im Positiv-lonenmodus durchgefiihrt. Dabei wurder
das Massenspektrometer auf die jeweiligen Verbindungen abgestimmt (,getuned”). Insgesamt fande

vier verschiedene sogenannte ,Tunings* Verwendung: Eine allgemeine Maschineneinstellung fur Thio.

glycoside, welche die jeweiliggl + H,O]™ -lonen als intensivste liefern sollt8g, 75, 74, 78: 320;68:
318;72, 71, 70, 69: 304;73: 290. Bei dem (Z)-Hex-3-enyl-Derivab7 wurde dagM — H,O]* -lon (67
264) als intensivstes beobachtet, ebenso fur das 8-Hydroxygeranyldé6vaB(), fur das ein eigenes

»Tuning” erstellt wurde. Weitere eigene Einstellungen wurden fir das fluoreszente Thioglytas3é$)

und alle untersuchten Coenzymester (Benzoyl CoenzymA: 872, Isobutyryl CoenzymA: 838) verwendet
Die Untersuchungen umfalten die Massenbereiche 50-500 fur alle Thioglycoside und 50-2000 fur dit

CoAs.

8.5.2 GC-MS Parameter fur die Untersuchung flichtiger Verbindungen

Als Tragergas diente bei allen Messungen Helium (3 ml/min). Aul3erdem wurde immer ohne Split gear-

beitet, die Messung begann 3 min nach Injektion.
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Tabelle 8.2Moreinstellung der APCl-lonisierung fir die Untersuchung von Thioglycosiden und CoAs

Thioglycoside CoAs

Kapillar-Temp. [C] 180 250
Verdampfer-Temp.°C] 470
Reaktandgas-Flul3rate [?] 85 85
Hilfsgas-FluR3rate [?] 40 20
Quellenspannung [kV] 6 7,7
Quellenstrom fiA] 6,5 100

Tabelle 8.3Gradienten der GC-MS Messungen zur Untersuchung fllichtiger Verbindungen

Rampe f{C/min] TemperaturqC] Haltezeit [min]

50 2
10 200 0
30 280 1

8.5.3 ESI-MS Parameter

ESI-Messungen wurden unter Nutzung einer medium nano ES-Kapillare (Protona, Ddnemark) durchge-
fuhrt.

Die Kapillarspannung (650-800 V) regelt die Probenflul3rate; die Kegelspannung betrug 45 V; Desol-
vatationsgas kam nicht zum Einsatz.

Fur die MS-Spektren wurden 25 scans (2 pro Sekunde) durchgefiihrt und gemittelt. Im MS/MS-Modus
fand Argon als Kollisionsgas mit einer Energie zwischen 16 und 42 eV Verwendung. Bei der Ermittlung
derSpektren kam electrospray positive ion mode (ESI+) zum Einsatz, und die Bearbeitung der Daten
erfolgte mit MASSLynX™ 3.5. Peptidsequenzen sind manuell berechnet worden.

9 Biologische Experimente

9.1 Zuchtbedingungen

Alle Spezies werden fur Versuche unter konstanten Bedingungen in Weinschrankeri-26t@8ind
einem Tag/Nacht Rhythmus von 16/8 Stunden gehalten.

Von Jacques Pasteels (Briissel) gesammelte oder angeziichtete Spezies wurden als Eier oder junge
Larven auf dem Postweg aus Briissel zugestelt. Die Zuchtbedingungen in Brissel und Jena kbnnen unter-
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schiedlich sein. In Tabelle 9.1 sind die Konditionen in Jena angegeben.

Phaedon cochleariakf3t sich in ganzjahriger Kultur auf kduflichem ChinakdBitgssica pekinensjis
halten, wahrend alle anderen Spezies an die Vegetationsperioden der Wirtspflanzen gebunden sind. Au
legen die Adulten zu sehr verschiedenen Zeitpunkten im Jahr und dann auch noch unterschiedlich oft Eie
so daf3 Larven nur in begrenzten Zeitraumen zur Verfigung standen.

Tabelle 9.1Futterpflanzen, Herkunft und Verfligbarkeit (Larven) der verwendeten Spezies.

Spezies Futterpflanze Herkunft Larven

Chrysomela lapponica

(Cze) Betula pendula Tschechische Republik  Jul.
(Fin) Salix caprea Finnland Jul.
(Quey) Salix caprea Queyras, Frankreich Jul.

Salix caprea x alba

Chrysomela populi Populus canadensidurin, Italien Mai — Okt.

Gastrophysa viridula Rumex acetosa  Jena Apr. — Dez.
Rumex obtusifolia

Hydrotassa marginella Ranunculus repensTreignes, Belgien Apr.
Phaedon cochleariae  Brassica pekinensisabor ganzjahrig
Phratora laticollis Populus canadensisBriissel, Belgien Apr. — Dez.
Phratora vitellinae Populus canadensisBriissel, Belgien Apr. — Dez.

9.2 Fitterungsexperimente

Die Futterung von Thioglycosiden beeinfluf3t die Entwicklung der Larven nicht nennenswert [129].

Bei allen Futterungsexperimenten wurden die Larven in mit feuchten Tuchern ausgelegten Kisten ge
halten. Die jeweiligen Testsubstanzen wurden dabei als wasserige oder methanolische Lésungen gleic
maliig auf die Blattoberseite der Wirtspflanze (s. Tab. 9.1) aufgebracht; nach Trocknung der Blatter konn
ten entsprechende Blattkaferlarven im dritten Larvenstadium wahrend bestimmter Zeitintervalle fressen

Bei der Wahl der Blattgrol3e und Anzahl der Larven war entscheidend, dal3 nach der Versuchsdaue
hochstens die Halfte, auf jeden Fall aber ein Rest an impragnierter Wirtspflanze tbrig blieb.

Wahrend der dann folgenden Sekret-Abnahme wurden die Larven mit einer Pinzette festgehalter
die ausgestulpten Sekrettropfchen sofort mit einem Kapillarréhrchen eingesammelt. Zur Entnahme vo
Hamolymphe wurde den Larven ein Bein an- oder abgeschnitten und die austretende Hamolymphe i
Kapillarrohrchen aufgezogen, die abgenommene Menge an Sekret und Hamolymphe durch Differenzwé
gung der Kapillarréhrchen bestimmt.

Zur Analyse wurden die Proben, abhéngig vom Versuch, in Wasser, Hexan oder einer 1/1 Mischung
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aus Wasser und Methanol gel6st bzw. suspendiert, dann bei 10 000 g zwei Minuté@ endrifugiert
und der Uberstand mit LC-MS oder GC-C-IRMS untersucht.

9.2.1 Wahlversuch mit impragnierten und unbehandelten Blattern

Einfach Wahlversuche sollten sicherstellen, dal? die Futterung von Thioglycosiden keinen wesentlichen
Einflu® auf das Fral3verhalten der Larven hat. Die Untersuchung umfafite drei Versuchsreihen Uber das
FralRverhalten vog. populimit Thiosalicin-impragnierten Blattern vdPopulus canadensis

In einer Versuchsreihe durften 10 Larven auf jeweils ca. 35 0,5 ml 25 mM Thiosalicin-Lsg.
impragnierten Blattern und gleicher Menge unbehandelter Blatter 24 Stunden fressen. Hierbei zeigte sich
augenscheinlich keine Bevorzugung von behandelten oder unbehandelten Pappelblattern.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden impragnierte und nicht impragnierte Blatter in unterschiedli-
chen Versuchen gefuttert und die gefressenen Blattflachen betrachtet und verglichen. Auch hier fral3en die
Larven subjektiv ahnliche Mengen an Blattmaterial.

9.2.2 Fitterung von Thioglycosiden

Es wurden je nach Loslichkeit 10 bzw. 25 mM L6sungen der Thioglycoside, bzw. in einem Versuch
das Thioaglycon (Thiosaligenin), in Methanol oder Wasser angesetzt. Bei allen Versuchen sollten die
Konzentrationen etwa 0,/&mol cnr 2 auf den Blattern zu erreichen (s. Tab. 9.2).

Die Sammlung von Sekret und Hamolymphe erfolgte bei der Kinetik nach 2, 4, 8, 16, 32 und 48
Stunden , bei allen anderen Versuchen ausschlie3lich nach 48 Stunden Futterung.

Tabelle 9.2Versuchsbedingungen der Thioglycosid-Fitterungsexperimente fiir verschiedene Spezies

Spezies BlattgroRe [crd] Larven pro Blatt
Chrysomela lapponica 25 4
Chrysomela populi 35 4
Hydrotassa marginella 35 7
Phratora laticollis 25 6
Phratora vitellinae 25 4

9.2.3 Konkurrierende Fitterung von Thioglycosiden

Larven vonC. lapponicafanden Verwendung fur Futterungsexperimente, bei denen zum einen der Ein-
flud der Wirtspflanze auf den Transport, zum anderen der Einflu3 der gleichzeitigen Futterung mehrerer
Thioglycoside festgestellt werden sollte. Im ersten Fall konnten Larven auf impragnierten Blattern von
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Salix capreaeiner an Salicin armen Weidenart, udlix caprea x albaeiner Weidenart, derern Salicin-
gehalt recht hoch ist, fressen. Im zweiten Fall geschah das mit Larven auf BlatteBalwicapreadie
gleichzeitig mit zwei verschiedenen Thioglycosiden gleicher Konzentration impragniert worden sind.

9.2.4 Fultterung von isotopenmarkierten Substanzen

Fur die Futterung vom-Phenylalanin-ring#;, L-Phenylalanin3-3C und Algal amino acid mixturé*C
werden ca. 1 mM Ldésungen der betreffenden Substanzen hergestellt, und jeweils 0,5 ml auf ca. 15-2
cn? Blattflache impragniert, 5-10 Larven fressen dann 24 Stunden auf den Blattern. Danach wird Sekre
wie oben beschrieben gesammelt, in Hexan gelést und nach Zentrifugation der Uberstand mittels GC-M
oder GC-C-IRMS untersucht.

9.3 Charakterisierung des acylierenden Enzyms im Sekret vo@. lap-
ponica

Zur Untersuchung des Sekretes v@Onlapponicalassen sich Experimente anstellen, bei denen entweder
das Rohsekret (Abschn. 9.3.1) oder das aufgereinigte Enzym (Abschn. 9.4) mit verschiedenen Substanz
inkubiert wird.

Vor den eigentlichen Inkubationsexperimenten fressen die Larven auf Pflanzen mit Hedlenté-
prea x albg und niedrigem $alix caprea Salicingehalt. Dann werden ca. 1 mg Sekret der jeweiligen
Tiere mit Hexan ausgeschiittelt und nach Abzentrifugieren der unldslichen Bestandteile die organisch
Phase direkt mittels GC-MS untersucht. Die auf diese Weise aufgenommenen Spektren dienen als Ref
renzen zur Feststellung von Verdnderungen der Zusammensetzung der flichtigen Substanzen im Sek
nach Behandlung mit verschiedenen Substanzen.

9.3.1 Experimente mit Rohsekret

Sekret vorC. lapponicawird gesammelt und in Fraktionen von QybGré3e in 20Qul Mikroeinsatze fir
GC-Probengléaschen aliquotiert.

Zum Sekret werden Losungen vonThioglycosiden in Wasser gegeben; nach einer Reaktionszeit vo
24 h werden 4Qul einer 1/1 Mischung aus Wasser und Methanol zugefuigt, nach Abzentrifugieren wird
der Uberstand mittels LC-MS untersucht.

In weiteren Versuchen wird das Rohsekret mit;d@Puffer (pH=6,5) und 1Qul gesattigten Losun-
gen von Alkoholen versetzt, nach 24 Stunden Reaktionszeit mjtl Z0ner Lésung von 0,01 mg/ml
n-Bromdecan in Hexan ausgeschiittelt und der Uberstand mit GC-MS analysiert.
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9.4 Isolierung der Butyryl-Transferase aus dem Sekret vorC. lap-

ponica

80 ul Sekret vonC. lapponicawird gesammelt, mit Puffer (20 mM Bis-Tris, pH=6,4; 50 mM NaCl)

auf 500ul verdinnt und eine Trennung nach Bestandteilen >5 kDa und niedermolekularen Bestandtei-
len durch Ultrazentrifugation mittels Vivaspin (0,5; MWCO 5 kDa; Vivascience) bei 10 000rge-
nomment Die Bestandteile mit einem Molekulargewicht <5 kDa werden bet€8ufbewahrt, um als
Substrate in den Aktivitatstests Verwendung zu finden. Eine Bradford-Proteinbestimmung (Eichkurve:
BSA 0-5 mg/ml) wird mit der hohermolekularen Fraktion durchgefihrt und diese dann einer Grél3en-
ausschluf3chromatographie (FluRRrate: 40nin; UV: 280 nm; Fraktionsgréf3e: 40l; Puffer: 20 mM
Bis-Tris (pH=6,4), 50 mM NacCl) unterzogen. Die Eichung der Grofienausschluf3sdule erfolgte mit den
Eichproteinen BSA (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuclease
A (13,7 kDa). Dies ermoglichte Rickschlisse auf das Molekulargewicht der Proben. Auf die Sammlung
und Vereinigung von Fraktionen gleichen Molekulargewichts folgten Tests auf Funktionalitat der einzel-
nen Fraktionen, &hnlich den Tests mit Rohsekret (Abschn. 9.3.1).

1-10 ul der isolierten Enzymfraktionen werden mitd des Ultrafiltrates <5 kDa und 10l ges. 1-
Heptanollésung in Wasser und LDPuffer (50 mM Tris, pH=6,5) versetzt, nach 24 Stunden Reaktionszeit
bei Raumtemperatur und Ausschutteln mit;aGiner Lésung von 0,01 mg/nm-Bromdecan in Hexan,
wird der Uberstand mittels GC-MS untersucht.

9.5 ESI-MS Spektroskopie

Wie in Abschnitt 9.4 beschrieben, geschieht die Abtrennung der niedermolekularen Bestandteile mit Ul-
trazentrifugation. Zur Trennung der Proteine wird die Fraktion >5 kDa auf ein Gel (12 % SDS PAGE,
Laemmli Gel, Mini Gel Hoefer Apparatur (Amersham), Gel in 10 % Essigsaure zehn Minuten gewaschen)
aufgetragen. Zusatzlich zu Sekret v@nlapponicaerfolgt noch die Aufbringung von Sekret v&h po-

puli auf das Gel zum Vergleich von Proteinen. Einzelne Banden werden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten
und mittels ESI-MS-Spektroskopie untersifclitierzu werden die Proteine einer In-Gel Verdauung un-
terzogen und mit ZipTip*-S&aulen (C-18 RP, Millipore, USA) entsalzt und aufkonzentriert. Die dabei
entstandenen Fragmente kleinerer Aminosauresequenzen werden dann in Datenbanken eingegeben, ur
Ubereinstimmende Sequenzen zu anderen bekannten Enzymen zu finden.

!Diese Arbeiten sind von Rita Biichler getéatigt worden.
2Die MALDI-Untersuchungen sind von Axel Mithéfer in Miinchen durchgefiihrt worden.
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9.6 Statistik

Die Bearbeitung und statistische Auswertung der experimentellen Daten, gewonnen bei der Verfutterun
von Thioglycosiden, erfolgte mit dem Computerprogramm SPSS 12. 0. 1, SPSS inc..

Alle Daten wurden fur die statistische Auswertung logarithmisch transformiert, da diese Transforma-
tion dazu fuhrt, dal3 gro3e gemessene Werte mit groRen Standardabweichungen und kleine gemess:
Werte mit kleinen Standardabweichungen miteinander vergleichbar werden, also die Varianzen homoge
werden. Da Messungen nahe der Detektionsgrenze dazu flhren, dal3 die letztendlich gemessenen We
erheblich schwanken konnen, was physikalisch keinen Unterschiedysteltistisch jedoch dazu fiihrt,
daf’ untransformierte Daten in den Varianzen nicht homogen werden, ist zu den Werten noch ein konstal
ter Wert addiert worden, der in etwa der Detektionsgrenze entspricht. Die Untersuchung erfolgte also mi
transformierten Daten (t), die sich aus folgender Gleichung ergeben haben, wobei w die Werte der Date
vor der Transformation sind:

t=In(w+1) (Gl. 9.1)

Zur Untersuchung der Homogenitét der Fehlervarianzen wurde ein Levene [198] Test durchgefihrt. Da
Signifikanzniveau betrug > 5 % zur Akzeptanz der Nullhypothese, daf3 alle Varianzen unter allen Gruppel
gleich sind.

Sich anschliel3ende Untersuchungen der Daten mittels ANOVA oder T-Test sollte aufzeigen, ob die
Datengruppen signifikante Unterschiede beinhalten, wobei bei der ANOVA ein S-N-K Post Hoc Test
durchgefuhrt und eine Typ | Quadratsummen Methode als Parameter festgelegt worden ist, die nicl
balancierte Stichproben berlcksichtigt. Auch hier wurde ein Signifikanzniveau von 5 % angenommen
Abweichende Parameter sind bei den jeweiligen Auswertungen im Text angegeben. Die sich jeweils el
gebenden F- und t-Werte sind zusammen mit den Stichprobenzahlen (N) und Freiheitsgraden (df) ir
Ergebnisteil 5.1 (S. 17 ff.) soweit n6tig angegeben.

Sollte auch mit mehrfachen Transformationen eine ANOVA nicht mdglich gewesen sein, so ist dies
bei den entsprechenden Graphiken und dem dazugehérigen Text ebenfalls mit angegeben.

3Konkret ist es unerheblich, ob beispielsweise ein Transport von 0,01 oder 0,00001 bei Verbindung x, im Vergleich zu 100C
bei Verbindung y, gemessen worden ist



A  Abklurzungen

Alle physikalischen Basisgrof3en und abgeleitete Grof3en werden mit den international festgelegten For-
melzeichen und den zugehérigen Einheiten des internationalen Systems (SI) aBgéki@aso werden
Vorsétze fur Vielfache und Naturkonstanten mit internationalen Zeichen abgekdrzt.

Abb. Abbildung

Abschn. Abschnitt

abs. absolut

AcCN Acetonitril

ADDP 1,1'-(Azodicarbonyl)dipiperidin

ANOVA Analysis of variances

APCI Atmosphaeric Pressure Chemical lonisation

Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan

BSA Rinderserumalbumin

CoA Coenzym A

DC Dunnschichtchromatography

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

df statistische Freiheitsgrade

DIAD Azodicarbonsaurediisopropylester

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

EE Ethylacetat (Essigester)

Et,O Diethylether

FAD Flavinadenindinucleotid

g Fallbeschleunigung (9,84 /52)

Gal Galactose

GC-MS Gas Chromatography - Mass Spectroscopy

ges. gesattigt

gesch. geschutzt

Glc Glucose

h Stunde

HR-MS High Resolution Mass Spectroscopy

HSCCC High Speed Countercurrent Chromatography

IR Infrarot

Die einzige hier relevante Ausnahme bildet die Angabe von Energien bei der Massenspektroskopie, bei denen das CGS-
System Verwendung findet.
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Spektren von 4-Methoxycarbonyl-phenyl-2’,3’,4’,6’-tetra-O-acetyl-1'-thio- 5-D-glu-
copyranosid 55
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Spektren von Phenyl-2’,3',4’,6’-tetra-O-acetyl-1'-thio-5-D-glucopyranosid 49
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Spektren von 2-Methoxycarbonyl-phenyl-2’,3’,4’,6’-tetra-O-acetyl-1'-thio- 5-D-galac-
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Spektren von (¥)-Hex-3-en-1-yl-2’,3',4’,6’-tetra-O-acetyl-1’-thio-3-D-glucopyran-
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Spektren von 2-Phenylethyl-2’,3,4’,6’-tetra-O-acetyl-1’-thio- 3-D-glucopyranosid 61
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Spektren von 3-Methoxycarbonyl-phenyl-1’-thio{3-D-glucopyranosid 75
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Spektren von 4-Methoxycarbonyl-phenyl-1’-thio-3-D-glucopyranosid 75
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Spektren von 2-Methoxycarbonyl-phenyl-1’-thio-3-D-galactopyranosid 78
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Spektren von (X)-Hex-3-en-1-yl-1'-thio-G-D-glucopyranosid 67
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Spektren von 2-Phenylethyl-1’-thio{3-D-glucopyranosid 68
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Spektren von Benzyl-1'-thio3-D-glucopyranosid 68
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Spektren von 3-Tolyl-1'-thio-3-D-glucopyranosid 71
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Spektren von Heptan-2-yl-2-methylbutanoat 86
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