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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Abbildung 1: Kupferstich aus dem Buch von Marie Sybilla Merian ,Der Raupen wunderbare
Verwandlung und sonderbare Blumennahrung® (1679), der den Lebenszyklus

eines Tagpfauenauges darstellt™

Vor etwa 350 Jahren stellte Marie Sybilla Merian (1647-1717) in ihrem Buch ,Der
Raupen wunderbare Verwandlung und sonderbare Blumennahrung*!"! den Lebens-
zyklus eines Schmetterlings vom Larvenstadium zur Puppe und schlieRlich zum

Schmetterling dar (Abbildung 1). Insekten galten zu dieser Zeit generell als
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Ungeziefer und Raupen hielt man fir ,Teufelsgeziefer®, das sich von Dreck ernahrt.
Marie Sybilla Merian war nicht nur Naturmalerin, sondern auch Naturforscherin, die
von der Metamorphose einer Raupe zum Schmetterling fasziniert war (siehe
Abbildung 2):
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Abbildung 2: Beschreibung des Lebenszykluses von Schmetterlingslarven!™

Sie beschreibt sehr anschaulich, dass Raupen in erster Linie fressen und dabei ihre

Futterpflanzen haufig betrachtlich schadigen.
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1.1 Abwehrmechanismen von Pflanzen

Abbildung 3: Spodoptera littoralis Raupe, die an einem Blatt frisst. (Foto: Dr. Sabine

Thiessen)

Um sich gegen Herbivore, z. B. Spodoptera littoralis Larven (siehe Abbildung 3)
schutzen zu kdnnen, haben viele Pflanzen effektive Abwehrmechanismen entwickelt.
So dienen Stacheln oder ledrige Blatter als mechanischer Schutz.” Neben
mechanischen Barrieren bedienen sich Pflanzen oftmals einer chemischen
Verteidigung gegen Fralfeinde. Beispielsweise enthalt der indische Nimbaum
(Azadirachta indica) ein aullerst wirksames Insektizid, das Azadirachtin (1) (siehe
Schema 1)."!

Allerdings gibt es auch Herbivore, die durch Anpassung gelernt haben, mit
Giftstoffen von Pflanzen fertig zu werden.”! Dadurch haben sie den Vorteil,
Konkurrenz um das Futter nicht firchten zu mussen. AuRerdem nutzen manche
Insekten die Toxine ihrer Futterpflanze fur die eigene Verteidigung. Ein intensiv
studiertes Beispiel flr eine solche coevolutiondre Anpassung sind die
Pyrrolizidinalkaloide wie Senecionin (2) (siehe Schema 1), die spezialisierte Raupen
mit ihrer Nahrung aufnehmen und in inaktivierter Form, z. B. als N-Oxide, speichern,

um sie bei Gefahr fiir die eigene Verteidigung einzusetzen.®
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Schema 1: Azadirachtin (1) und das Pyrrolizidinalkaloid Senecionin (2) als Beispiele flr

pflanzliche Toxine

Statt einer energieaufwendigen konstitutiven Abwehr durch die fortwahrende
Produktion von Toxinen verwenden viele Pflanzen ressourcensparendere induzierte
Abwehrmechanismen.”® Erst bei Schadigung durch Herbivore oder Pathogene

werden Toxine, Proteinase-Inhibitoren!'” oder Duftstoffel'" 2

gebildet. Letztere
dienen zur Anlockung der natiirlichen Feinde von Herbivoren.!™® ™ AuRerdem wird
bei der induzierten Bildung von Pflanzenabwehrstoffen im Gegensatz zur
konstitutiven Abwehr eher verhindert, dass Schadlinge durch Anpassung gegen
Toxine resistent werden."

Durch Zusammenspiel eines komplexen Netzwerkes von Signaltransduktions-
mechanismen!'® 1 kénnen Pflanzen auf unterschiedliche Schadigungen mitunter
spezifisch reagieren.!"® Einer der am besten und intensivsten studierten Signalwege
ist der Octadecanoid-Weg: Bei Schadigung der Zellmembran wird Linolensaure (3)
aus Phospholipiden freigesetzt. Freie Linolensdure (3) wird durch eine 13-Lipoxy-
genase zu 13-Hydroperoxy-9,11,15-octadecatriensaure (4) umgesetzt. Eine
Allenoxidsynthase bildet das Allenoxid (5), das zu 12-Oxophytodiensaure (6)
cyclisiert wird. Nach 3-maliger B-Oxidation entsteht aus 12-Oxophytodiensaure (6)
Jasmonsaure (7).'" 2! Jasmonsaure (7), die erstmals aus Kulturen von Lasiodiplodia
theobromae isoliert wurde,’*"! wirkt als Phytohormon?® auf viele pflanzliche Prozesse
wie z. B. Wachstum!®® und Alterung.”* Sie leitet aber auch Abwehrreaktionen ein.'"*
2529 pDer biosynthetische Vorlaufer der Jasmonsaure (7), die 12-Oxophytodienséure
(6), induziert ebenfalls Verteidigungsreaktionen.””! Interessanterweise beobachtet
man im Vergleich zu Jasmonsaure (7) aber qualitative und quantitative

Unterschiede.['®
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/\—/\—/\—/\/\/\/\"/OH

3 o

Lipoxygenase

&\O OH

Allenoxidcyclase

OH

1.12-Ox0-PDA-Reduktase
2. B-Oxidation (3x)

OH

Schema 2: Octadecanoid-Weg: Bildung von (9S,13S)-12-Oxophytodiensaure (12-Oxo-PDA)
(6) und (3R,7S)-Jasmonsaure (7)

Abgesehen von 12-Oxophytodiensdure (6) und Jasmonsaure (7) wird aus
Linolensdure (3) eine Vielfalt weiterer Oxylipine gebildet,***? die ebenfalls in
Abwehrmechanismen der pflanzlichen Verteidigung involviert sind. Neben solchen
lipidischen Signalmolekilen ist auch Salicylsaure (8) ein bedeutendes Signalmolekill,
insbesondere bei der pflanzlichen Verteidigung gegen Pathogene und Mikro-

organismen (sieche Schema 3).B%
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OH

Schema 3: Strukturformel von Salicylsaure (8)

Eine weitere wichtige Rolle bei Signalprozessen spielen lonenfliisse.® Durch
Anderung des Membranpotentials kdnnen Signale extrem schnell weitergeleitet
werden, beispielsweise durch Regulation des intrazellularen Calciumhaushaltes.B>
36]

Nach Durchlaufen der geschilderten Signalkaskaden kommt es letztendlich zur
Genaktivierung,®” der Produktion von Proteinase-Inhibitoren,®® der Emission von
Ethylen®® und Duftstoffen.?® In Abbildung 4 ist der gegenwértige Kenntnisstand der

Signalprozesse bei pflanzlicher Abwehr grob skizziert:

Herbivore Pilze Mikroorganismen:
Elicitoren
Enzyme, Glucane, Peptide, lonophore, niedermolekulare Elicitoren, Tenside

Plasma- ii gi Ei é
membran

Tonenkanile

Zellwand

Rezeptoren GTProteine
Ca?* . Kinasen
Linolenséure
A/ l Lipoxygenasen
NO MAP-Kinasen __ - Salicylat
\ l 4 Auxin
cGMP Duftstoffe

Oxylipine [Jasmonsdure (JA)]
Cytosol Ethylen

Proteinase-
Inhibitoren

v
Genaktivierung

Nucleus

Abbildung 4: Signalwege pflanzlicher Reaktionen gegen Herbivore, Pathogene und

Umwelteinflisse
Wie bereits erwahnt reagieren viele Pflanzen auf Schadigung mit der Produktion von

Duftstoffen.l'" '?! Die fliichtigen Stoffe sind als ,molekularer Hilferuf‘ zu verstehen.*%
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So konnten beispielsweise Turlings et al. zeigen, dass parasitische Schlupfwespen
(Cotesia marginiventris) vom Duft angelockt werden, den Maispflanzen nach
FraRschadigung durch Spodoptera exigua Larven emittieren.l'> ' 41! Dicke et al.
beobachteten Gleiches flir Raubmilben (Phytoseilus persimilis), die vom Duftbouquet
einer mit Spinnmilben befallenen Bohne angezogen werden." Am Beispiel von
Tabakpflanzen wurde in Freilandversuchen die Effizienz der indirekten pflanzlichen
Abwehr durch Duftstoffe gezeigt.*? In den letzten Jahren gelang der Beweis, dass
die einer befallenen Pflanze benachbarten Pflanzen auf die freigesetzten Duftstoffe
mit der Eigenproduktion von Abwehrstoffen reagieren.!*>4°!

In Abbildung 5 ist ein Gaschromatogramm eines typischen Duftmusters einer
Limabohne (Phaseolus lunatus) nach 24 h Frallschadigung durch Spodoptera

Larven reproduziert.

1/% y HO
1004 | |
| | Standard
901

16
807 0,
j 11
70 4
607 CioH60

| 14
507

OOCH,

13

- NH

40 COOCH, 2
OH

N

H

207 CoHa\ || 15

@uuum LJUW

0 T T
2 3 4 5 6

T T T T
9 10 11 12

t/min
Abbildung 5: Gaschromatogramm® eines typischen Duftspektrums einer

Limabohne, die 24 h dem Frald von Spodoptera Larven ausgesetzt

war

aSammlung der Duftstoffe durch ,closed loop stripping® an Kohlefilter;*®!  GC-MS Bedingungen:
Alltech EC5, 15 m x 025 mm, 0.25 pm, Tragergas: Helium, Flussrate: 3 ml/min,
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Im Duftspektrum®® 4 der Limabohne beobachtet man nach RaupenfraR die
Freisetzung von Terpenen wie Ocimen (9), Linalool (10), 4,8-Dimethylnona-1,3,7-
trien (DMNT) (11)* und 4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (TMTT) (12)""..
Auch aromatische Verbindungen wie Methylsalicylat (13), Methylanthranilat (14) und
Indol (15), sowie fettsdureabgeleitete Hexenyl-Verbindungen, z. B. Hexenylacetat
(16) werden gebildet (siehe Abbildung 5).

Die Terpene werden bei der Limabohne erst nach Aktivierung einer der
Signalkaskaden, z. B. des Octadecanoid-Weges, de novo produziert und emittiert,
wie durch Applikation von Intermediaten des Octadecanoid-Weges und
insbesondere durch ein Endprodukt dieses Stoffwechselweges, Jasmonsaure (7),
gezeigt werden konnte.”® Da diese fliichtigen Verbindungen nicht bei bloRer
mechanischer Verwundung beobachtet werden,*® solite bei der Erkennung des
Fral’feindes durch die Pflanze eine chemische Komponente, ein Elicitor der

Duftstoffbiosynthese von Pflanzen, beteiligt sein.

Temperaturprogramm: 50 °C 2 min, 10°C/min 200°C, 30 °C/min 280 °C 1 min; Injektortemperatur 220
°C; Split: 1:10
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1.2 Elicitoren pflanzlicher Abwehrreaktionen

Chemische Verbindungen, die bei einem Organismus eine spezifische Reaktion

auslosen, werden als Elicitoren bezeichnet.

1.2.1 Elicitoren von Pathogenen

Bisher sind etwa 250 Elicitoren aus Pathogenen isoliert worden,*®! die bei Pflanzen
Abwehrreaktionen verursachen. Allerdings sind nicht viele Elicitoren bekannt, die zur
Emission von Duftstoffen bei Pflanzen fihren. Ein besonders potenter Elicitor der
Duftstoffbiosynthese®® °% und der Freisetzung von Ethylen®" ist die nieder-
molekulare Verbindung Coronatin (17) (siehe Abbildung 6),°? die aus Pseudomonas
syringae isoliert wurde. Coronatin weist groRe strukturelle Ahnlichkeit mit
Jasmonsaure (7) und 12-Oxophytodiensdure (6) auf.®™ Umfangreiche Struktur-
Wirkungsanalysen durch synthetische Modifizierung von Coronatin (17) fuhrten zu

substituierten Indanoyl-L-isoleucinen (18) (sieche Abbildung 6).°* %!

0] (0]

(@)

NH

OH
18

Abbildung 6: Coronatin (17) aus Pseudomonas syringae und sein synthetisches Analogon
Ethylindanoyl-L-isoleucin (18)
Ein weiterer Elicitor der Synthese von Duftstoffen ist Alamethicin, ein peptidischer
lonophor,'®® *1 der aus dem Pilz Trichoderma viride stammt. Bei der Limabohne
induziert Alamethicin in hohem Male die Synthese der Homoterpene DMNT (11)
und TTMT (12) sowie die Bildung von Methylsalicylat (13).°® °% Andere
Komponenten des typischen Bohnenduftes, wie man ihn nach Fral® von Raupen
beobachtet, werden nicht gebildet. Untersuchungen weiterer lonophore zeigten ein
ahnliches Verhalten im Duftassay.”® Wahrend die Limabohne somit auf Elicitoren
unterschiedlicher Signalwege differenziert reagiert (siehe Abbildung 7), beobachtet

man bei Maispflanzen diese differenzierte Emission von Duftstoffen nicht.
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1/%
100+
1
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Abbildung 7: Gaschromatogramme® unterschiedlicher Duftmuster einer Limabohne nach
24 h Behandlung mit Jasmonsaure bzw. Alamethicin und nach Herbivorie

durch S. frugiperda Larven. IS: interner Standard: Bromdecan 200 pg/ml

® Sammiung der Duftstoffe durch ,closed loop stripping® an Kohlefilter:“® GC-MS Bedingungen:
Alltech EC5, 15 m x 025 mm, 0.25 pm, Tragergas: Helium, Flussrate: 3 ml/min,
Temperaturprogramm: 50 °C 2 min, 10°C/min 200°C, 30 °C/min 280 °C 1 min; Injektortemperatur 220
°C; Split: 1:10
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1.2.2 Elicitoren aus Herbivoren

Im Gegensatz zu Pathogenen wurden von herbivoren Insekten bisher nur zwei
Vertreter unterschiedlicher Verbindungsklassen als Elicitoren der Duftstoff-
biosynthese bei Pflanzen charakterisiert: eine B-Glucosidase bei Pieris brassicae
Larven®®! und N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin® (Volicitin) (19) aus dem
Regurgitat® von Spodoptera exigua Raupen.®"

Die Auslésung der pflanzlichen Duftstoffbiosynthese durch B-Glucosidasen konnte
allerdings nur indirekt gezeigt werden: Regurgitat von Pieris brassicae Larven weist
eine hohe B-Glucosidase Aktivitit auf.®® Versuche mit einer kauflichen
B-Glucosidase aus Mandeln zeigten, dass dieses Enzym bei der Limabohne die
Duftstoffbiosynthese induzieren kann.!*®

1997 gelang es Alborn et al. aus dem Regurgitat von S. exigua Larven
N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin (19) zu isolieren. Diese Verbindung wurde
Volicitin (19) genannt, da sie bei Bioassays mit Maispflanzen die Bildung von

fliichtigen Stoffen verursacht.l®"!

HO
OH H o
_ _ __ N H
(0]
19
(0]
HoN

Abbildung 8: Struktur von N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin (Volicitin) (19)

Als erster niedermolekularer Elicitor erregte Volicitin grofles Aufsehen. Genetische
Untersuchungen zweier unabhangiger Arbeitsgruppen zeigten, dass Volicitin (19)
sowohl die Indolbiosynthesel® als auch die Terpenbiosynthese!®® bei Maispflanzen
ausl|ost.

Im Gegensatz dazu wurde bei Versuchen mit Limabohnen nach Applikation von
Volicitin (19) keine Induktion der Duftstoffbiosynthese beobachtet.

Kdrzlich wurden im Regurgitat von Lepidopteren zu Volicitin (19) verwandte

Verbindungen wie N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (20), N-Linolenoyl-L-glutamin

° Samtliche in dieser Arbeit bezeichneten N-Acylaminosdurekonjugate verstehen sich als N*-Acyl-
aminosauren. Der Acylrest ist Uber eine Amidbindung mit der a-Aminogruppe von Aminosauren
verknupft.

d Regurgitat ist der Vorderdarminhalt von Raupen, den diese bei Reizung oder Gefahr hervorwiirgen.
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(21), N-Linoleoyl-L-glutamin (22) und N-Oleoyl-L-glutamin (23) nachgewiesen (siehe
Schema 4).° % |m Regurgitat von Manduca sexta Raupen wurden N-Acylglutamate
und N-Acyl-glutamine gefunden, die beim Tabak die Duftstoffbiosynthese auslésen

(sieche Schema 4).°"]

OH

— = = N : Y\/E/E/\/\/\/\n/n H
19 © OH o]
20
& NH, 4 NH;
HQ HQ
H O H 0
[ — p— N H \N\:/\:/\NWN H
o] o]
22, 26
21,25 NH,, OH NHj, OH
o)
HQ
H o}
/\/WE/\/\/\/\H/N H
o]
23, 27

NH,, OH

Schema 4: Haufige N-Acyl-glutamin- bzw. N-Acyl-glutamatkonjugate aus dem Regurgitat

von Arthropoden

Volicitin (19) und N-Acyl-glutamine wie N-Linolenoyl-L-glutamin (21) wurden bisher in
erster Linie wegen ihrer Bedeutung als Elicitoren untersucht.®’®* ®71 Detaillierte
Vorstellungen Uber mechanistische Aspekte ihrer Wirkungen liegen aber noch nicht
VOr.

Erste Untersuchungen zur Biosynthese belegten eindrucksvoll, dass Volicitin (19)
direkt aus den Fettsauren der Nahrung gebildet wird, wahrend im Gegensatz dazu
das Glutamin (24) nicht direkt von der Futterpflanze stammt.*® Die Bedeutung des
Volicitins und verwandter langkettiger N-Acyl-L-glutaminkonjugate fur die Raupe ist

noch unerforscht.
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2 Aufgabenstellung

Viele Pflanzen reagieren auf Befall durch Schadlinge, Pathogene oder Herbivore, mit
hochst vielfaltigen Verteidigungsmechanismen. Solche Reaktionen, beispielsweise
die Produktion von Jasmonsaure oder die Freisetzung von Duftstoffen und Ethylen,
werden seit langem intensiv erforscht.'® 2% 22 27. 281 Daher sind fiir viele Vertei-
digungsreaktionen von Pflanzen immer mehr Details, zunachst tber die chemischen
Strukturen, dann Uber deren Biogenese und Regulation und schlief3lich in jingster
Zeit auch {ber die beteiligten Enzyme und Genel” ®! bekannt geworden. Man
beginnt das komplexe und faszinierende Netzwerk pflanzlicher Signalwege immer
besser zu verstehen.® !

Auf die entscheidende Frage, wie all diese Verteidigungsprozesse bei Befall einer
Pflanze durch einen Herbivoren z. B. eine Raupe ausgeldst werden, ist bisher
allerdings nur wenig bekannt. Da nach einfacher mechanischer Verwundung, z. B.
von einer Limabohne, keine Emission von Duftstoffen beobachtet wird, sollten bei
der Erkennung des Schadlings durch die Pflanze chemische Verbindungen involviert
sein. Wahrend des Fraliprozesses werden in verletztes Pflanzengewebe chemische
Verbindungen des Regurgitates und Enzyme aus den Salivardrisen der Herbivoren
eingetragen. Hoch- und niedermolekulare Verbindungen aus diesem komplexen
Gemisch kommen daher als Elicitoren der pflanzlichen Abwehr in Betracht. Neben
Verbindungen, die bei Pflanzen Verteidigungsreaktionen induzieren, finden sich im
Regurgitat aber auch Komponenten, die - im Interesse des Herbivoren - die
pflanzliche Abwehr lahm legen kdnnen. So wurde festgestellt, dass Glucoseoxidase
von Raupen in der Lage ist, den Gehalt an toxischem Nikotin in Tabakpflanzen

701 Auch niedermolekulare Verbindungen im Darm von

signifikant zu reduzieren.
Raupen konnen als Schutz gegen pflanzliche Toxine fungieren. Mit hohen
Konzentrationen an Glycin im Darm schitzen sich Brahmaea wallichii Raupen gegen
Iridoide, indem deren reaktive Dialdehydgruppen mit Glycin anstelle von Proteinen
reagieren.[’

Um die Reaktionen beim Fral3prozess und damit die Entstehung bzw. Unterbindung
von pflanzlichen Signalen besser verstehen zu kdénnen, muss die chemische
Zusammensetzung des Regurgitates erforscht werden. 1997 wurde Volicitin [N-(17-
Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin] (19) von Alborn et al. aus dem Regurgitat von

Spodoptera exigua Larven isoliert und als Elicitor der Duftstoffbiosynthese bei
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Maispflanzen (Zea mais) erkannt.’"! Neben Volicitin (19) findet man im Regurgitat
von vielen Lepidopteren verwandte N-Acyl-glutamin-konjugate, die ebenfalls die
Duftstoffbiosynthese in Pflanzen induzieren.®”!

Ziel dieser Doktorarbeit sollte sein, zur chemischen Charakterisierung der
Zusammensetzung des Regurgitates von Lepidopterenlarven beizutragen. Nur auf
diese Weise wird es mdoglich sein, die komplexen Vorgange beim Frald von
Schadlingen an Pflanzen im Detail verstehen zu kdnnen.

N-Acyl-glutaminen wird als Elicitoren bei Mais-"®*! und Tabakpflanzen®®”! groRe
Bedeutung beigemessen. Daher sollte auf diese Verbindungsklasse im Regurgitat

verschiedener Lepidopterenlarven besonderes Augenmerk gerichtet werden.
Dabei ergaben sich insbesondere diese Fragestellungen:

* Wie weit sind Volicitin (19) und N-Acyl-glutaminkonjugate im Regurgitat von
Lepidopteren bzw. Arthropoden verbreitet? Um Aufschluss dariber zu
bekommen, sollte Regurgitat unterschiedlicher Lepidopterenlarven und anderer
Arthropoden untersucht werden.

* Findet man im Regurgitat unterschiedlicher Raupen immer N-Acyl-glutamine oder
werden auch andere Aminosauren zu N-Acyl-aminosaurekonjugaten umgesetzt?
FUr eine genauere Analyse des Regurgitates von Lepidopteren wurden
Spodoptera exigua, S. frugiperda, S. littoralis und Heliothis virescens Larven
ausgewahlt. In den Sekreten dieser Larven sollte nach weiteren Verbindungen
gesucht werden, die mdglicherweise als Elicitoren der Duftstoffbiosynthese oder
pflanzlicher Abwehrreaktionen von Bedeutung sein kdnnten.

* Welche Konfiguration hat die 17-Hydroxygruppe des Volicitins? Bei biologisch
relevanten Verbindungen wird in der Regel nur ein wirksames Stereoisomer
gebildet. Bisher war es nicht gelungen, die Stereochemie der 17-Hydroxygruppe
von Volicitin (19) aufzuklaren. Biosynthetische Untersuchungen bzw. Struktur-
Wirkungsanalysen bei der Induktion der pflanzlichen Duftstoffsynthese setzen die
Kenntnis der Stereochemie der 17-Hydroxygruppe voraus. Daher sollte eine
Methode zur Analyse der absoluten Konfiguration der 17-Hydroxygruppe von
Volicitin (19) aus dem Regurgitat von Lepidopterenlarven erarbeitet werden.

* Wie werden die N-Acyl-glutamine hergestellt? Im Laufe der Untersuchungen zur

Biosynthese der N-Acyl-glutamine stellte sich heraus, dass die Verbindungen von
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Darmbakterien synthetisiert werden konnen. Daraus ergab sich die neue
Fragestellung, welche Mikroorganismen in der Lage sein werden, N-Acyl-
glutamine und moglicherweise Volicitin (19) herzustellen. Deshalb war es
notwendig, die Darmbakterien von Lepidopterenlarven zu isolieren und auf ihre
Fahigkeit zur Herstellung von N-Acyl-glutaminkonjugaten zu untersuchen.
Desweiteren stellte sich die Frage, ob nur die Darmbakterien oder auch die
Raupen selbst zur Synthese von N-Acyl-glutaminen befahigt sind.

« Die oben dargelegten Probleme erregten das Interesse, nach Funktion und
Bedeutung des Volicitins (19) und der anderen N-Acyl-aminosaurekonjugate zu
suchen, die diesen Verbindungen neben ihrer Wirkung als Elicitoren der

Duftstoffbioynthese bei manchen Pflanzen zukommt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Analyse des Regurgitates von Herbivoren

3.1.1 Untersuchung des Regurgitates von Arthropoden mittels
LC-MS

Viele Raupen reagieren auf Reizung und Gefahr mit dem Hervorwirgen ihres

Vorderdarminhaltes, des Regurgitates. Diese Abwehrreaktion kann man zum

Sammeln von Regurgitat nutzen, indem man eine Raupe hinter dem Kopf mit einer

Federstahlpinzette greift und das durch diese Reizung hervortretende Regurgitat

mittels einer Kapillare auffangt (siehe Abbildung 9).

—_——
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Abbildung 9: Sammlung von Regurgitat einer H. virescens Raupe mittels einer

Federstahlpinzette und einer Glaskapillare (Foto: Dr. Sabine Thiessen).

Alternativ kann der Darminhalt durch Sezieren des Tieres gewonnen werden.
Regurgitat oder Darminhalt werden in ein Eppendorf-Réhrchen uberfuhrt. Nach
Versetzen mit Methanol zum Ausféllen von Proteinen und zur Unterbindung
enzymatischer Aktivitat wird zentrifugiert. Der Uberstand wird per LC-MS mit einer
RP18 Microbore Saule analysiert (siehe Abbildung 10). Die Identifizierung der
Konjugate erfolgt an Hand ihrer APCI-Massenspektren und durch Retentionszeit-

vergleich mit Referenzverbindungen.
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Abbildung 10: RP18 HPL-Chromatogramm?® des Regurgitates von S. exigua Larven

Neben Volicitin (19) wird eine Reihe weiterer Konjugate, besonders N-(17-Hydroxy-
linoleoyl)-L-glutamin (20), N-Linolenoyl-L-glutamin (21), N-Linoleoyl-L-glutamin (22)
und N-Oleoyl-L-glutamin (23) gefunden (siehe Abbildung 10 und Schema 4).1®!

In den APCI Massenspektren von unsubstituierten N-Acyl-L-glutaminen dominiert
das [M+H]-lon. So beobachtet man im Massenspektrum von N-Linolenoyl-L-
glutamin (21) (siehe Abbildung 11) das Pseudomolekilion [M+H]" = 407 als
Basispeak. Daneben findet man ein lon fur den Linolenoylrest bei m/z = 261. Dieses
lon entsteht durch Spaltung der Amidbindung unter Verlust des Aminosaurerestes.
Ein weiteres, fUr die N-Acyl-glutaminkonjugate charakteristisches lon wird durch eine
Spaltung gebildet, bei der ein Wasserstoffatom der Fettsdurekette auf den

protonierten Aminosaurerest Ubertragen wird [Glutamin + 2 H (m/z = 147)].

© HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™' Gradient A:
H>0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B.
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Abbildung 11: APCI-Massenspektrum von N-Linolenoyl-L-glutamin (21)

3.1.2 Screening von Arthropoden nach N-Acyl-aminosaurekonju-

gaten

Um einen Eindruck uUber die Verteilung und Haufigkeit von N-Acyl-amino-
saurekonjugaten (siehe Schema 4) in Insekten zu gewinnen, wurde Regurgitat bzw.
Darminhalt von 16 verschiedenen Arthropodenarten per LC-MS analysiert (siehe
Tabelle 1). Durch Untersuchungen von Pohnert et al. war bereits bekannt, dass
Volicitin (19) und verwandte Konjugate nicht nur im Darm von S. exigua Larven,
sondern auch in zahlreichen Lepidopteren und Geometriden zu finden sind.® Im
Darm einiger der untersuchten Arthropoden, z. B. in Manduca sexta Larven, kommen
statt N-Acyl-glutaminen tberwiegend N-Acyl-glutamate vor.®”! Im Gegensatz zu den
Spodoptera Larven findet man bei Manduca sexta Larven weder Volicitin (19) noch
ein analoges N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-L-glutamat.

Von den 16 untersuchten Spezies lie3en sich in acht N-Acyl-aminosaurekonjugate
nachweisen, was ihre weite Verbreitung bei Insekten wiederspiegelt (Tabelle 1).
Daneben gibt es aber auch viele Insekten, in deren Darm solche Konjugate nicht
auftreten. Interessanterweise waren fast alle untersuchten Raupenarten, bei denen
Konjugate im Regurgitat nachweisbar waren, Generalisten, d. h. Larven, die keine
spezifische Futterpflanze bendétigen. Dagegen fand ich in keinem Spezialisten - wie

z. B. Pieris brassicae — N-Acyl-aminosauren. Moglicherweise konnten N-Acyl-
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aminosaurekonjugate fur die Fahigkeit von Generalisten verantwortlich sein, sich von
vielen verschiedenen Futterpflanzen ernahren zu kénnen (siehe 3.1.10.5).

Bei der Untersuchung eines Schweinedarmes und von menschlichen
Speichelproben konnten keine N-Acyl-aminosaurekonjugate nachgewiesen werden.
Dies scheint ein Indiz zu sein, dass solche Verbindungen fur Insekten, nicht aber fir

Saugetiere wichtig sind.

Tabelle 1: Ubersicht Giber das Vorkommen von N-Acyl-aminoséurekonjugaten im Regurgitat

(Vorderdarminhalt) von Arthropoden (+: Konjugate, -: keine Konjugate)

Spezies AcylGIn AcylGlu OHACcyIGIn |Fraverhalten
Spodoptera littoralis + - + Generalist
Spodoptera exigua + - + Generalist
Spodoptora frugiperda |+ - + Generalist
Heliothis virescens + - + Generalist
Mamestra brassicae |+ - + Generalist
Agrotis segetum + - + Generalist
Manduca sexta + ++ - Generalist
Pieris brassicae - - - Spezialist
Pieris napae - - - Spezialist
Pieris rapae - - - Spezialist
Caligo memnon - - - Spezialist
Antherea pernyi - - - Spezialist
Plutella xylostella - + - Spezialist
Schistocerca gregaria |- - -

Acheta domestica - - -

Gryllus bimaculatus - + -
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3.1.3 Abhangigkeit der Zusammensetzung des N-Acyl-glutamin-

konjugatspektrums von der Nahrung

Bei der Analyse der Zusammensetzung der N-Acyl-glutaminkonjugate im Regurgitat
verschiedener Raupen fallen groRe Unterschiede auf.®® Eine starke Variabilitit bei
den N-Acyl-glutaminkonjugaten beobachtet man aber auch beim Frald der gleichen
Raupenart an unterschiedlichen Futterpflanzen bzw. bei der Erndahrung mit
unterschiedlichen Diaten. Die Fettsdurezusammensetzung des Futters ist eine
Ursache fur das Vorkommen unterschiedlicher Konjugate im Regurgitat. Bereits
Tumlinson et al. zeigten, dass die Fettsdure-Komponente des Volicitins direkt aus
der Nahrung stammt, indem sie Raupen an C-markierten Pflanzen fressen
lieRen.™ Um den Einfluss unterschiedlicher Didten auf die Bildung von N-Acyl-
glutaminkonjugaten zu zeigen, wurde S. exigua Larven Agar, der mit einer Fettsaure,
z. B. Stearinsaure, dotiert war, angeboten. Nach Fral® dieser Kunstnahrung wurde
den Raupen Regurgitat abgenommen und per LC-MS analysiert. Die Konjugate mit
der Fettsdure aus der Nahrung dominierten in den HPL-Chromatogrammen.
Aulerdem wurden beim Vergleich von Regurgitat von S. exigua Raupen, denen zwei
unterschiedliche Diaten angeboten wurden, starke Unterschiede gefunden. Nach
Frald einer auf Bohnenmehl basierenden Diat dominierten im Regurgitat Volicitin (19)
und N-Linolenoyl-L-glutamin (21). Dagegen beobachtet man nach Verfutterung einer
Diat aus Weizenkeimen im Regurgitat hauptsachlich Glutaminkonjugate der
Linolsaure (3) N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (20) und N-Linoleoyl-L-glutamin
(22) (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Variabilitdt der N-Acyl-glutamine im Regurgitat von S. exigua Larven in
Abhangigkeit vom Futter. A Bohnendiat und B Weizenkeimdiat’

Demnach werden Fettsduren aus der Nahrung unspezifisch in Abhangikeit vom
Nahrungsangebot zu N-Acyl-glutaminkonjugaten umgesetzt. Interessanterweise
wurden Konjugate mit anderen Aminosauren als L-Glutamin (24) nicht
nachgewiesen. Die Konjugatbildung scheint daher fur viele Lepidopterenlarven bei
der Nahrungsaufnahme von Bedeutung zu sein. Daraus ist der Schluss zu ziehen,
dass N-Acyl-L-glutamine den Raupen wohl nicht als Signalmoleklile mit
Hormoncharakter dienen, sondern wahrscheinlich andere Funktionen, z. B. als

Emulgatorent’? der Nahrung haben (siehe 3.1.10).

f HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™ Gradient A:
H>0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B
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3.1.4 N-(17-Hydroxy-acyl)-L-glutamin-konjugate
Volicitin allerdings weist eine bei langkettigen Fettsaureverbindungen aulerst selten
zu findende w-1 Hydroxylierung auf, die diesem Molekul im Gegensatz zu einfachen

N-Acyl-L-glutaminen besondere Eigenschaften verleihen kdnnte.

3.1.41 Hydroxylierung von Fettsauren

Neben Volicitin (19)" findet man im Regurgitat von Spodoptera Larven auch N-(17-
Hydoxylinoleoyl)-L-glutamin (20).°°! Aufgrund von LC-MS Analysen des Regurgitates
von Lepidopteren gibt es darUber hinaus Hinweise auf das Vorhandensein eines
Hydroxy-oleoyl-L-glutaminkonjugates. Bisher sind, abgesehen von Insekten-
regurgitat, in keinem anderen Organismus w-1 hydroxylierte Linolen- bzw.
Linolsaurederivate  nachgewiesen worden. Die engen Verwandten 17-
Hydroxyolsaure und 17-Hydroxystearinsdure sind als Komponenten von
Sophoroselipiden schon langer bekannt; z. B. Verbindung 28, die von der Hefe

Torulopsis bombicolal™ ™ produziert wird (siehe Schema 5).

CH3

28

Schema 5: Ein Sophoroselipid (28) von 17-Hydroxydlséure aus Torulopsis bombicola” ™

Ansonsten kennt man w-1 neben w-2 und w-3 Hyxdroxylierung von Fettsauren durch
den Mikroorganismus Bacillus megaterium.”™ Haufig wird Hydroxylierung durch
Cytochrom P450 abhingige Enzyme erreicht.”® Bei B. megaterium gelang es, den
Mechanismus der w-1 Hydroxylierung durch Roéntgenstrukturanalyse des Enzyms
P450 BM-3 im Detail zu untersuchen.[’” Die Fahigkeit von B. megaterium, in Position
w-1 eines Aliphaten eine Hydroxylgruppe einzufuhren, fand in der organischen
Synthese zur stereoselektiven Hydroxylierung von n-Alkanen Anwendung.[’® Fiir den
verwandten Bacillus pumilus wurde von Lanser et al. gezeigt, dass er langkettige

Fettsauren wie Olséure zu einem Gemisch aus w-1, w-2 und w-3 Hydroxyfettsiauren
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umsetzen kann.”¥ w1 Hydroxylierungen von Fettsduren sind auch durch P450
Enzyme aus Lebermikrosomen®” bekannt. Durch ortsgerichtete Mutagenese ist es
moglich, P450 Enzyme zu konstruieren, die Fettsduren an anderer Position
hydroxylieren.®"! Neben Cytochrom P450 abhangigen Enzymen wurden allerdings
auch Cytochrom P450 unabhangige Lipoxygenasen als hydroxylierende Enzyme

charakterisiert.[62 8l

3.1.4.2 Stereochemie von Volicitin

Zur Untersuchung des Mechanismuses der w1 Hydroxylierung von Volicitin (19)
bzw. seiner biologischen Wirkung als Elicitor®" ist die Kenntnis der Stereochemie
seiner Hydroxygruppe in Position 17 des Linolenoylrestes wichtig.

Bei der Strukturaufklarung des Volicitins [N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin] (19)
blieb die Stereochemie der 17-Hydroxygruppe offen.! Dagegen konnten Alborn et
al. bereits zeigen, dass der Glutaminrest von naturlichem Volicitin (19) L-konfiguriert
ist und nur dieses Isomer biologische Aktivitat besitzt.®™ Durch die Entwicklung
einer stereoselektiven Synthese durch Pohnert et al. waren (17S)- und (17R)-
Volicitin [(17S)-19, (17R)-19] als Referenzverbindungen verfiigbar.

Trotzdem erwies sich die Bestimmung der absoluten Stereochemie der 17-Hydroxy-
gruppe als schwierig: Mit vertretbarem Aufwand kdénnen nur geringe Mengen an
natirlichem Volicitin (19) gewonnen werden (ca. 10 pg). Aullerdem neigt die
allylische 17-Hydroxygruppe in Gegenwart von Basen und Sauren, die bei vielen
Derivatisierungsmethoden notwendig sind, zur Eliminierung. Daher entstehen z. B.

Mosherester®®

des  N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamins  (19) bzw. des
17-Hydroxylinolensauremethylesters  (29) nur in sehr schlechten Ausbeuten.
Aulerdem wurde mit dem Mosherester des 17-Hydroxylinolensauremethylesters
(29), dem Fettsaurerest von Volicitin (19), keine Trennung per Gaschromatographie
erreicht.

In der Arbeitsgruppe Meinwald wurde ein neues chirales Derivatisierungsreagenz
(Chloromenthoxydiphenylsilan) entwickelt, das ohne Base- oder Saurezusatz mit
Hydroxygruppen reagiert.®® Mit synthetischem Volicitin (19), das Dr. Georg Pohnert
zur Verfugung stellte, konnte diese Gruppe zeigen, dass sich so die
Volicitinisomeren im NMR unterscheiden lassen. Diese Variante der Bestimmung der

Stereochemie ware hdchst aufwendig gewesen, da man sehr viel Regurgitat hatte
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sammeln mussen. Versuche, die beiden Isomeren ohne vorhergehende
Derivatisierung an chiralen GC- oder LC-Saulen zu trennen, waren nicht erfolgreich.
Daher wurde auf eine bereits 1971 von Hamberg et al. eingefiihrte Methode zur
Bestimmung der absoluten Konfiguration von w-1-Hydroxystearinsaure zurlck-
gegriffen, bei der nach Derivatisierung mit (1R)-1-Phenylethylisocyanat (30) zum
(1°R)-17-(1°-Phenylethylcarbamoyloxy)-stearinsduremethylester die resultierenden
Diastereomeren mittels Gaschromatographie auftrennbar sind.®’: 8

Basierend auf dieser Methode wurde Volicitin (19) durch Methanolyse!® zum
17-Hydroxylinolensauremethylester (29) gespalten, mit Pt/C hydriert und
anschlieend mit (1R)-1-Phenylethylisocyanat (30) umgesetzt. Die resultierenden
Diastereomeren wurden an einer unpolaren Alltech EC5 GC-Kapillarsaule
basisliniengetrennt.

Bei der katalytischen Hydrierung des 17-Hydroxylinolensauremethylesters (29) zum
17-Hydroxystearinsduremethylester beobachtete man als unerwlnschte Neben-
reaktion den Verlust der 17-Hydroxygruppe unter Bildung von Stearinsaure.

Aus diesem Grund versuchte ich, den Hydrierungsschritt einzusparen und den 17-
Hydroxylinolensauremethylester (29) direkt mit (1R)-1-Phenylethylisocyanat (30)
umzusetzen. Da die Reaktion unter neutralen Bedingungen ablauft, erhielt man
selbst bei der hohen Reaktionstemperatur von 120 °C (1‘R)-17-(1'-Phenylethyl-
carbamoyloxy)-linolensduremethylester [(17S)-31, (17R)-31] (siehe Schema 6).

HO,
OH H o
_ _ _ N H
5 19
MeOH
Aco,O (6]
HoN
OH
OMe

29

N
i Toluol
N (0]
H o~ ome (17R)-31

i (17S)-31

Schema 6: Abbau und Derivatisierung von Volicitin [N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin)]

(19) zur Bestimmung der Stereochemie der 17-Hydroxygruppe
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Die entstandenen Diastereomeren lieRen sich ebenfalls basisliniengetrennt an einer
Alltech EC5 Saule auftrennen (siehe Abbildung 13).

1/%
1001

(17R)-31
504 (17S)-31

1007
50- " (17R)-31 b
1007 =
5o (17S)-31 A c
1007 =

504 Volicitin von S. frugiperda M d

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
t/min

Abbildung 13: lonenspur m/z = 290° von a) (17RS,1'R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-
linolensauremethylester [(17S)-31, (17R)-31], b) [(17R)-31], c) [(17S)-31],
d) [(17S)-31] des Volicitins (19) von S. frugiperda Raupen

Die Verbindungen wurden mit Selected-lon-Monitoring (SIM) Massenspektrometrie
analysiert, so dass die Nachweisgrenze der Derivate im Nanogrammbereich lag.

Mit dieser Methode war es sogar mdglich, auf die verlustreiche Isolierung des
Volicitins (19) aus der biologischen Matrix zu verzichten und mit ca. 50-100 pl
Regurgitat die Stereochemie des Volicitins (19) an der Hydroxygruppe in Position 17
zu untersuchen.

Zur Kontrolle der Methode wurden etwa 200 ul Volicitin (19) von S. littoralis durch

RP18 HPLC-Trennung gereinigt, zum (1°'R)-17-(1‘-Phenylethylcarbamoyloxy)-

9 Kapillarsaule: Alltech EC5: 15 m x 0.25 mm, 0.25 pm; Tragergas: Helium, Flussrate: 1 ml/min,
Injektortemperatur: 280 °C; Temperaturprogramm: 210 °C (2 min), 1 °C min™" bis 255 °C, dann 10 °C
min™ bis 300 °C (5 min).
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linolensauremethylester (31) umgesetzt und im Full-Scan Modus per GC-MS
analysiert.

Um festzustellen, ob cis/trans-lsomere moglicherweise das Isomerenverhaltnis
verfalschen, wurden die Enantiomereniberschisse vor und nach Hydrierung
verglichen. Da kein merklicher Unterschied zwischen beiden Proben festgestellt
wurde, konnte auf den verlustreichen Hydrierungsschritt (siehe oben) verzichtet
werden.

Die Analyse von Volicitin als (1‘R)-17-(1-Phenylethylcarbamoyl)-oxylinolensaure-
methylester (31) ergab flur vier Raupenarten (S. exigua, S. littoralis, S. frugiperda,
H. virescens) in allen Fallen S-Konfiguration mit hohem Enantiomereniberschuss

von durchschnittlich 94 % ee (siehe Tabelle 2 ).

Tabelle 2: Stereochemie der 17-Hydroxygruppe des Volicitins (19) in verschiedenen

Raupenarten
Raupenart Optische Reinheit des (17S)-17-Hydroxylinolen-
sauremethylesters [(17S)-30]"
S. exigua 94 % ee
S. littoralis 94 % ee
S. frugiperda 96 % ee
H. virescens 92 % ee

Dieser Befund spricht daflir, dass die Hydroxylierung in Position 17 in Spodoptera
Arten und Heliothis virescens nach einem identischen enzymatischen Mechanismus
erfolgt. Interessanterweise beobachtet man bei Volicitin (19) mit S-Konfiguration die
gleiche Stereochemie wie sie Tulloch et al. bei der Analyse der 17-Hydroxy-

stearinsaure des Sophoroselipids (28) von Torulopsis bombicola feststellte.*

"pestimmt als (17S,17'R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensauremethylester [(17S)-31]
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3.1.5 N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin und N-(15,16-Dihydroxy-
linoleoyl)-glutamin

3.1.5.1 Strukturaufklarung von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin und
N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin

P450 abhangige Enzyme bilden neben w bzw. w1 Hydroxyverbindungen bei
Fettsduren haufig auch Epoxide.® %! Daher erschien es aussichtsreich, nach
Epoxy-linoleoyl-glutaminen (32) bzw. deren Hydrolyseprodukten Dihydroxy-linoleoyl-
glutaminen (33), potentiellen Nebenprodukten der Volicitinsynthese, im Regurgitat
von Raupen zu suchen. Dazu wurden Regurgitatproben von Spodoptera Larven
mittels RP18 LC-MS mit lonenspursuche nach den [M+H]*-lonen m/z = 423 fiir ein
Epoxy-linoleoyl-glutamin (32) und m/z = 441 far Dihydroxy-linoleoyl-glutamin (33)
gescreent. Die Peaks von zwei Verbindungen im mittelpolaren Bereich des HPL-
Chromatgrammes bei 21.1 min und 24.7 min erregten Aufmerksamkeit, da ihre APCI-
Massenspektren auf Glutaminkonjugate von Epoxyoctadecadiensaure bzw.

Dihydroxyoctadecadiensaure schliel3en lief3en.

[M+H]*

0 (0]
/% H 423
100 /\W/E/E/\/\/\/\H/N OH
[e] (0]
32
O
HoN 405

50 ~

100 150 200 250 300 350 400 450

Abbildung 14: APCI Massenspektrum des N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamins (32) aus

dem Regurgitat von S. exigua Larven
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Fur das N-(Epoxy-octadecadienoyl)-glutamin (32) erhalt man ein APCI-Massen-
spektrum mit einem [M+H]" lon bei m/z = 423. Das [M+H]"-lon erfahrt Eliminierung
von Wasser zum lon m/z = 405. Aulierdem gibt es ein wenig intensives lon, das den
Acylrest durch einen Peak bei m/z = 259 anzeigt. Dazu wird das fur

Glutaminkonjugate typische lon bei m/z = 147 gefunden.

Das APCI-Massenspektrum des bei 21.1 min eluierenden N-(Dihydroxy-
octadecadienoyl)-glutamins (33) zeigt ein intensives [M+H]'-lon bei m/z = 441.
Eliminierung von Wasser liefert ein lon bei m/z = 423. Erneuter Verlust von Wasser
fuhrt zum lon m/z = 405. Auch das fur den Glutaminrest von Fettsaureglutamin-

konjugaten charakteristische lon bei m/z = 147 ist erkennbar.

i oy
100 7 49
/>_(E/\=/\/\/\/\H/N OH
HO  OH o
33
O
HoN
50 7
423
405
130187 N e L)
120 160 200 240 280 320 360 400 440
m/z

Abbildung 15: APCI-Massenspektrum des N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamins (33) aus

dem Regurgitat von S. exigua Larven

Um die Position der Hydroxygruppen festlegen zu kénnen, wurde das N-(Dihydroxy-
octadecadienoyl)-glutamin (33) mittels HPLC gereinigt und mit Ac,O/MeOH
methanolysiert.®® Dann wurden die freien Hydroxygruppen mit MSTFA
trimethylsilyliert und die erhaltenen Verbindungen per GC-EI-MS analysiert. Das
El-Massenspektrum des so erhaltenen Bis-trimethylsilyloxy-octadecadiensaure-
methylesters (34) zeichnet sich durch charakteristische Fragmente aus, die durch

Spaltung der zu den Trimethylsilyloxygruppen benachbarten C-C-Bindungen gebildet
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werden (siehe Abbildung 16). Dadurch lasst sich die Position der Hydroxygruppen

zweifelsfrei bestimmen.

/%
°100- 3
131 339
90
OTMS o
801 131
70+ OMe
OTMS 34
60
233
50
233
407 143
%7 147
20 -
310

} 339 .

10 183199 217 | 249 299 M*
0 - [ L . 371380 412 439 470
| I 1 T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450

m/z

Abbildung 16: El-Massenspektrum des 15,16-Bis-trimethylsilyloxy-linolsaure-methylesters
(34)

Das Massenspektrum zeigt wegen der gro3en Neigung zur Bruchstuckbildung nur
ein wenig intensives Molekulion bei m/z = 470. Durch Verlust eines Fragmentes mit
31 amu (OMe) wird das lon m/z = 439 gebildet. Abspaltung von TMSOH aus dem
Molekdlion flhrt zu einem lon bei m/z 380. Der Basispeak bei m/z = 73 ist fur
trimethylsilylierte Verbindungen charakteristisch. Das lon m/z = 147 [(CH3)3Si-
O=Si(CHs),]" deutet in diesem Fall auf das Vorhandensein von zwei Trimethyl-
silylgruppen im Molekiil hin.** *° Die urspriinglichen Hydroxygruppen befinden sich
in Position 15 und 16, denn im Massenspektrum der trimethylsilylierten Verbindung
beobachtet man ein intensives Fragment bei m/z = 131. Es entspricht einem
Trimethylsilyloxypropylrest. Verbleibt die Ladung im Fettsdureteil des Molekuls, so
erhalt man das komplementare lon bei m/z = 339. Aus diesem Spaltstiick kann
nochmals ein Trimethylsilanolmolekul eliminiert werden, wodurch ein lon bei m/z =
249 gebildet wird. AuRerdem beobachtet man mit dem lon m/z = 233 ein Bis-
trimethylsilyloxy-butyl-Bruchstick. Auch aus diesem lon ist der Verlust von
Trimethylsilanol unter Bildung eines lons m/z 143 mdglich. Das lon der Masse m/z =
310 resultiert aus dem Transfer der Trimethylsilylgruppe in Position 15 zur

Carbomethoxygruppe und dem Verlust von Trimethylsilyloxybutanal in Analogie zur
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massenspektrometrischen Fragmentierung anderer trimethylsilylierter Hydroxyfett-
sauremethylester (siehe Schema 7).1°¢!

m/z = 310

OTMS

Schema 7: Bildung des lons m/z = 310 aus 15,16-Bis-trimethylsilyloxy-linolsdure-
methylester  (34) durch Transfer  der  Trimethylsilylgruppe zur
Carbomethoxygruppe

Diese strukturspezifischen Fragmentierungsreaktionen beweisen, dass es sich
zweifelsfrei um einen 15,16—Bis-trimethylsilyloxy-linolsdure-methylester (34) handelt.
Aufgrund ihrer Massenspektren erscheinen die Strukturen eines N-(15,16-Dihydroxy-
linoleoyl)-glutamins (33) bzw. eines N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamins (32) fur die
beiden aus Regurgitat von Spodoptera Larven isolierten Verbindungen wahr-
scheinlich.” Genau diese Verbindungen erwartet man als Nebenprodukte, wenn ein
P450 abhangiges Enzym N-Linolenoyl-L-glutamin (22) oder Linolensdure (3) in
Position 17 hydroxyliert.

' Die Stereochemie der Epoxygruppe von 32 bzw. der beiden Hydroxygruppen von 33 wurde wegen

mangelnder Probenmenge nicht bestimmt.
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3.1.5.2 Synthese von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin und N-(15,16-
Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamin

Die als N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin (32) und N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-
glutamin (33) postulierten Verbindungen treten nur in geringen Mengen im
Regurgitat von Lepidopteren auf. Zur Bestatigung der aus ihren Massenspektren
abgeleiteten Strukturen und um Material fir Bioassays zur Verfligung zu haben,
wurden N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32) und N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-
L-glutamin (33) synthetisiert.

Einfache Epoxidierung von N-Linolenoyl-L-glutamin (21) mit m-Chlorperbenzoesaure
(MCPBA) fuhrt zu einem Gemisch aller regioisomeren Monoepoxyoctadeca-
diensauren (siehe Schema 8). Die Verbindungen lassen sich durch RP18-HPLC in
zwei Peaks auftrennen. Das zum Naturstoff identische, vermutliche N-(15,16-Epoxy-
linoleoyl)-L-glutamin (32) eluiert fast basisliniengetrennt vor den beiden weiteren
Regioisomeren 9,10-(Epoxy-octadeca-12,15-dienoyl)-L-glutamin (35) und N-(12,13-
Epoxy-octadeca-9,15-dienoyl)-L-glutamin (36) Konjugaten, die nicht getrennt werden
(Schema 8 und Abbildung 17). Durch Abtrennung des N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-

glutamins (32) ware eine Klarung der Position der Epoxygruppe moglich gewesen.

32

Schema 8: Strukturformeln von N-(9,10-Epoxy-12,15-octadecadienoyl)-L-glutamin (35), N-
(12,13-Epoxy-9,15-octadecadienoyl)-L-glutamin  (36) und N-(15,16-Epoxy-
linoleoyl)-L-glutamin (32)
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Noch besser erschien es, N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32) durch regio-
selektive Epoxidierung von Linolensaure (3) darzustellen. Ein Verfahren von Kato et
al. nutzt die Tensideigenschaften von ungesattigten Fettsauren zur regioselektiven
Epoxidierung terminaler Doppelbindungen aus.®! Dabei werden durch Wahl eines
geeigneten Losungsmittelsystems inverse Micellen gebildet, so dass das
Epoxidierungsreagenz in erster Linie nur die terminale Doppelbindung angreift.

Nach einer von Corey et al. beschriecbenen Methode wird die terminale Doppel-
bindung ungesattigter Fettsauren durch intramolekulare Epoxidierung mit unge-
sattigten Peroxyfettsauren erreicht.®® So wurde aus Peroxyarachidonsaure durch
intramolekularen Angriff der Peroxysauregruppierung auf die terminale Doppel-
bindung 14,15-Epoxy-5,8,11-eicosatriensaure in nahezu quantitativer Ausbeute und
hoher Regioselektivitdt erhalten. Deshalb wurde diese Methode zur selektiven
Epoxidierung von Linolensaure (3) gewahlt.

Entscheidend fir die Regioselektivitat der Reaktion ist die Zuganglichkeit der
Doppelbindung durch die Peroxysaure. Da der Abstand der Peroxysauregruppe in
peroxidierter Linolensaure (37) sehr ahnlich zu Peroxyarachidonsaure ist, sollte sich
die Reaktion auch zur regioselektiven Synthese von 15,16-Epoxylinolsaure (38)
einsetzen lassen. In der Originalvorschrift wird die durch 1,1’-Carbonyldiimidazol
aktivierte Arachidonsaure in Gegenwart von Lithiumimidazolid als Katalysator mit
wasserfreiem Wasserstoffperoxid zur Peroxyfettsaure umgesetzt. Da wasserfreies
Wasserstoffperoxid nicht mehr kommerziell erhaltlich und aulerdem explosiv ist,
wurde fur den Epoxidierungsversuch als Ersatz das Harnstoffaddukt von
Wasserstoffperoxid eingesetzt.*!

Nach 1-wdéchiger Reaktionzeit bei 0 °C waren etwa 60 % der Peroxylinolensaure (37)
zum Epoxid umgesetzt worden. Unter den verwendeten Bedingungen wurde bei der
Reaktion 75 % der erwunschten 15,16-Epoxylinolsaure (38) neben 25 % 9,10-Epoxy-
12,15-octadecadiensaure (39) und 12,13-Epoxy-9,15-octadecadiensaure (40)
erhalten (siehe Schema 9).

Nach Umsatz der 15,16-Epoxylinolsaure (38) zum N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-

glutamin (32) mit Hilfe der gemischten Anhydridmethode!' konnten die

I N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin (32) ca. 3 % und N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33) ca.
5 % der Peakflache des Volicitinpeaks
¥ Verhaltnis der Regioisomeren bestimmt durch Peakfachenvergleich der HPLC-Peaks.
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unerwinschten Regioisomere (35) und (36) durch praparative RP-18 HPLC abge-
trennt werden.

N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (33) wurde durch Offnung des N-(15,16-
Epoxy-linoleoyl)-L-glutamins (32) mit wassriger verdiinnter Perchlorsaure!'®" erhalten
(siehe Schema 9).

— — — 3

OH

1. 1.2 eq 1,1'Carbonyldiimidazol CH,Cl,
2. CH,Cly, Hy02:CO(NHy),, 0.2 eq Lithiumimidazolid

(0]

= e Y O 37

37

\/%_\/_\/\/\/\)?\ Ausbeute: 51 %

OH Regioisomere:
38 (75 %) + 39,40 (25 %)

1. THF, NEt3, CICOOEt
2. 0.3 N NaOH, Glutamin

32

Ausbeute: 79 %

® Ausbeute: 30 %
Schema 9: Synthese von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32) und N-(15,16-
Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (33)

Die Retentionszeiten des synthetischen N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamins (32)
und des N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamins (33) erwiesen sich mit den

Naturstoffen aus Regurgitat von S. exigua Larven identisch (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: HPLC-MS-Chromatogramme' von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32)
aus Regurgitat von S. exigua Larven (A); synthetische Referenz-
verbindungen nach Epoxidierung mit MCPBA (B); intramolekulare regio-
selektive Epoxidierung mit Peroxylinolensaure (37) (C); N-(15,16-Epoxy-

linoleoyl)-L-glutamin (32) nach Abtrennung der Isomeren (D)

: HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™ Gradient A:
H,0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B.
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3.1.5.3 Eigenschaften von Epoxy- bzw. Dihydroxyfettsauren

Verwandt mit dem aus Regurgitat isolierten N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin (32)
und dem N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33) sind 12,13-Epoxydlsaure (42)
(Vernolsaure)'®?, 15,16-Dihydroxylinolsdure (43) und die Lactone der 15,16-Di-
hydroxylinolsdure, wie Aplyolide D (45) bzw. Aplyolide B (46) ['%! (siehe Schema 10).

Schema 10: Epoxy- , Dihydroxyfettsduren und entsprechende Lactone in der Natur

Epoxide sind fur die meisten Organismen toxisch. Ihre hohe Reaktivitat gegentber
Nucleophilen, beispielsweise von Proteinen fiihrt zur raschen Umsetzung.['* 1% Um
sich vor solchen schadlichen Reaktionen zu schitzen, dient im biologischen
Geschehen oft Glutathion als Abfangreagenz fiir reaktive Epoxide.['®® Andererseits
werden z. B. bestimmte Leukotriene erst durch Konjugation mit Glutathion zu
physiologisch wirksamen Verbindungen umgesetzt. Ein Beispiel dafir ist die ,slow
reacting substance* (Leukotrien C), die bei Asthma eine wichtige Rolle spielt.l"*: 1%

Epoxyfettsiuren, wie Vernolsaure (42), zeigen bakterizide und fungizide Wirkung.!"*®!
Epoxyfettsduren sind auch in zelluldre Signalprozesse involviert."'” Sie wirken
beispielsweise regulierend auf den Hormonhaushalt,!'"" auf G-Proteine!''? und auch
auf lonenkanale.[''>""®! Epoxyfettsduren der Linol- und Linolensaure, unter anderem
15,16-Epoxylinolsdure, werden von Reispflanzen gebildet. Hier dienen die
Verbindungen als effektive Abwehr gegen den rice-blast-fungus (Magnaporthe
grisea) (EDso 20-30 ppm).l""® Die beiden Lactone der 15,16-Dihydroxylinolsaure 45

und 46 wurden aus der marinen Schnecke Aplysia depilans isoliert. Sie erwiesen
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sich in Bioassays mit Moskitofischen (Gambusia affinis) in Konzentrationen von 10
ppm als ichthyotoxisch™.['%%!

Erstaunlicherweise sind Dihydroxyoctadecensauren wesentlich toxischer als ihre
Epoxide.l""” 18 Sowohl Epoxyoctadecensaure als auch Dihydroxyoctadecenséure
wurden beim Menschen in der Lunge bei akuter respiratorischer Insuffizienz
nachgewiesen.!'*®

Da alle erwahnten verwandten Dihydroxy- und Epoxyfettsauren biologische Aktivitat
haben, ist zu vermuten, dass das aus Regurgitat von Raupen isolierte N-(15,16-
Epoxy-linoleoyl)-glutamin (32) und das N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33)
ebenfalls physiologisch wirksam sind.

™ toxisch fir Fische
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3.1.6 N-(17-Acyloxy-acyl)-glutaminkonjugate

3.1.6.1 Strukturaufklarung von N-(17-Acyloxy-acyl)-glutaminkonjugaten
Bei der Analyse des Regurgitates von Spodoptera Larven mit LC-MS beobachtete
ich, dass am Ende des verwendeten HPLC-Programms" eine Verbindung (47)
eluiert, deren Massenspektrum auf den ersten Blick mit dem von Volicitin (19)
identisch  erschien (siehe Abbildung 18). Nach Verlangerung des
Standardprogramms konnte eine grol’e Gruppe unpolarer Verbindungen mit zu
Volicitin (19) verwandten APCI-Massenspektren nachgewiesen werden. So zeigt das
Massenspektrum von Verbindung 47 die lonen m/z = 705, 683, 405, 259, 147 und
130. Abgesehen von den lonen m/z = 705 und m/z = 683 findet man dieselben lonen
wie im APCI-Massenspektrum von Volicitin (19), sogar in vergleichbarer Intensitat
(siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: APCI-Massenspektrum von N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin

(47) aus dem Regurgitat von S. exigua Larven

Wegen der hohen Ahnlichkeit der Massenspektren lag es nahe zu vermuten, dass es
sich um mit Volicitin (19) verwandte Verbindungen handeln kdénnte, obwohl sie ein

vollig unterschiedliches chromatographisches Verhalten zeigten.

" RP18 HPLC Saule; 0% B 3 min; 0%-100 % B in 27 min, 100 % B 10 min; Laufmittel A: H,O 0.5 %
AcOH und B: MeCN 0.5 % AcOH)
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LC-MS-MS Experimente ergaben, dass m/z = 405 ein Tochterion von m/z = 683 ist.
Eine Massendifferenz von 22 amu findet man bei APCI-Massenspektren, wenn an
ein Molekdilion ein Natriumkation anstelle eines Protons angelagert wird. Das lon bei
m/z = 705 sollte daher das Natriumaddukt [M+Na]" der Verbindung 47 sein. Nach
Reinigung des unbekannten Molekulls aus 250 pl Regurgitat von S. exigua Larven
konnte durch HR-ESI-MS fir das lon [M+H]" = 683 die Summenformel C41He7N20g
abgeleitet werden. Fir das lon m/z = 405 [M+H-278]" ergibt sich die gleiche
molekulare Zusammensetzung wie flr den Peak gleicher Masse im Massenspektrum
des Volicitins (19) [M+H-H,O]". Der Verlust eines Neutralteilchens von 278 amu vom
Quasimolekularion (m/z = 683) entspricht einem Fragment mit der Zusammen-
setzung C4gH3002. Die Summenformel dieses Fragmentes passt auf die Summen-
formel einer Octadecatriensdure. Diese Befunde filhrten zusammen mit der
Berucksichtigung der biologischen Herkunft der Verbindung zur Annahme, dass es
sich bei dem Molekul 47 um N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin handeln
konnte.

Neben dieser Verbindung findet man im Regurgitat auch eine Verbindung, der nach
ihrem APCI-Massenspektrum die Struktur eines N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-
glutamins (48) zukommen koénnte. Das Massenspektrum weist ein [M+H]" = 685 auf.
AuRerdem beobachtet man ein Fragment bei m/z = 407 [M+H-278]", das aber im
Vergleich zum entsprechenden lon im Spektrum des N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-
glutamins (47) bei m/z = 405 deutlich weniger intensiv ist. Dieser Unterschied im
Fragmentierungsmuster lasst sich gut verstehen, da im Falle des
N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamins (47) durch Verlust des Fettsaurerestes ein
konjugiertes Dien-System gebildet wird, wohingegen beim N-(17-Linolenoyloxy-
linoleoyl)-glutamin (48) eine Verbindung mit nicht konjugierter Doppelbindung
entsteht.

Im Regurgitat findet man weitere verwandte Verbindungen dieser neuen Naturstoffe,
in denen die 17-Acyloxyseitenketten zwischen 1 und 3 Doppelbindungen enthalten
(siehe Abbildung 19 und Schema 11).
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Abbildung 19: RP18 LC-MS Chromatogramm® von Regurgitat von S. exigua Larven:
Volicitin (19), N-Linolenoyl-L-glutamin (21), N-Linoleoyl-L-glutamin (22),
N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin (47), N-(17-Linolenoyloxy--
linoleoyl)-glutamin (48), N-(17-Linoleoyloxy-linolenoyl)-glutamin (49), N-(17-

Linoleoyloxy-linoleoyl)-glutamin (50)

° HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™ Gradient A:
H>0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B.
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Schema 11: N-(17-Acyloxy-acyl)-glutamin Konjugate im Regurgitat von Spodoptera exigua
Larven: N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin (47), N-(17-Linolenoyloxy-
linoleoyl)-glutamin (48), N-(17-Linoleoyloxy-linolenoyl)-glutamin (49), N-(17-
Linoleoyloxylinoleoyl)-glutamin (50), N-(17-Oleoyloxy-linoleoyl)-glutamin (51)°

Um die Lage der Doppelbindungen in Verbindung (47) und (48) beweisen zu kdnnen,
wurden diese Verbindungen, die aus 250 ul Regurgitat von S. exigua Larven per
HPLC isoliert worden waren, einer Ozonolyse!''® unterworfen.

Das Ozonolysat wurde nach Methylierung mit Diazomethan mittels GC-MS

untersucht. Man erhielt 9-Oxononansauremethylester (52) bzw. 9-Oxononansaure-1-

P N-(17-Oleoyloxy-linoleoyl)-glutamin (51) eluiert bei 50.6 min und ist daher nicht im

abgebildeten Chromatogramm zu sehen.
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methyl-5-oxopentylester (53) (siehe Schema 12 bzw. Schema 13), so dass die
vorgeschlagenen Strukturen fur Verbindung (47) und (48) bestatigt wurden. Als
weiteres Ozonolyseprodukt hatte 9-Oxononansaure-1-methyl-2-oxoethylester (54)
entstehen sollen. Dieser konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, da die labilen

substituierten a-Hydroxyaldehyde unter Ozonolysebedingungen offenbar nicht stabil

sind. N-(9-Oxononanoyl)-glutamin (55) lie3 sich durch LC-MS nachweisen (siehe
Schema 12 und Schema 13).

Schema 13: Ozonolyse von N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin (48)
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3.1.6.2 Synthese von N-(17-Acyloxy-acyl)-glutaminkonjugaten

Zur Strukturbestatigung sollten N-(17-Acyloxy-linoleoyl)-glutaminkonjugate herge-
stellt werden. Ein Weg N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin (47) herzustellen,
ware eine selektive Acylierung von Volicitin (19). Da mit organischen Synthese-
methoden eine solche Acylierung auch an der Carboxylgruppe oder der Saure-
amidgruppierung des Volicitins (19) erwartet werden konnte, wurde die Acylierung
durch Verwendung eines Enzyms versucht. Inkubation von Volicitin (19) und
Linolensaure (3) in Decan mit Schweine Pankreas Lipase!'®” lieferte in der Tat

Verbindung 47, wie durch LC-MS Analyse gezeigt werden konnte (siehe Schema 14).
O, OH
o}
\\r/==\\//==\\//==\\//\\//\\/”\V/ﬂ\N H
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Schema 14: ,Synthese” von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin (47)

Das so gewonnene Produkt zeigte ein Massenspektrum, das mit der aus Regurgitat
von Spodoptera Larven isolierten Verbindung 47 identisch war. Allerdings wurde mit
der verwendeten Methode selbst nach mehrtagiger Reaktionszeit nur eine geringe
Umsetzung von hochstens 5 % erreicht.

Um N-(17-Acyloxy-acyl)-glutamine in groReren Mengen zur umfassenden spektro-
skopischen Charakterisierung und fir Bioassays zur Verfugung zu haben, wurde
eine Totalsynthese von N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin (48) durchgefihrt.
Fir eine solche Synthese bot sich an, auf die von Pohnert et al. ausgearbeitete
dissymmetrische Bis-Wittig Olefinierung zuriickzugreifen,!'?"! mit der in sehr kurzer
Reaktionssequenz Volicitin  (19) stereoselektiv hergestellt werden konnte.!!
Schlusselschritt der Synthese ist die Darstellung von 17-t-Butyldimethylsilyloxy-
linolensauremethylester (56) aus in situ generiertem t-Butyldimethylsilyloxy-milch-
saurealdehyd (57), der Bis-Wittig Komponente (Z)-3-Hexen-1,6-bis-triphenyl-
phosphoniumiodid (58) und 9-Oxononansauremethylester (52) in einer Eintopf-

synthese (siehe Schema 15).
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Schema 15: Schlisselschritt der stereoselektiven Synthese von Volicitin (19): reduktive Bis-
Wittig Olefinierung von TBDMS-Milchsaurealuminat (57) und 9-Oxononansaure-
methylester (52) mit (Z)-3-Hexen-1,6-bis-triphenylphosphoniumiodid (58) zum
17-t-Butyldimethylsilyloxy-linolenséuremethylester (56)

In Analogie zu der Synthese von Volicitin (19) sollte sich auch N-(17-Linolenoyloxy-
linoleoyl)-L-glutamin (48) herstellen lassen. Die retrosynthetische Spaltung von
N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48) an beiden Doppelbindungen liefert drei
Vorstufen: Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester  (59), N-(9-Oxononanoyl)-L-
glutamin (55) und Propan-1,3-bistriphenylphosphoniumbromid (60) (siehe Schema
16).

48

9 o)

HsC © PNH

+ + ’
Phgpw—PPhg OWO
- Br-
Br HO 55
60

Schema 16: Retrosynthese von N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48)

Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester (59) ist als Kopplungspartner fir die Wittig
Reaktion geeignet. Der Linolenoyl-Rest von Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester
(59) fungiert als Schutzgruppe der Hydroxyfunktion des 5-Hydroxyhexanals (61) bei
der Wittig Reaktion.
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Dagegen ist der Einsatz eines N-(9-Oxononanoyl)-L-glutamins (55) in einer Bis-Wittig
Reaktion nicht gunstig, weil die freie Saurefunktion und mdglicherweise auch die
Amidfunktion der Aminosaure Glutamin (24) zur Durchfuhrung einer Wittig Reaktion
mit Propan-1,3-bistriphenylphosphoniumbromid (60) geschitzt werden miussten.
Deshalb wurde geplant, fur die Wittig Olefinierung einen 9-Oxononansaureester - wie
bei der Volicitinsynthese - zu verwenden und das Glutaminkonjugat in einem
nachfolgenden Reaktionsschritt herzustellen. Es sollte demnach zunachst mit Hilfe
der Wittig Reaktion ein 17-Linolenoyloxy-linolsdureester gebildet werden. Da bei der
folgenden Hydrolyse des Methylesters auch der Linolenoylrest abgespalten werden
wlrde, wurde zum Schutz der Carboxylgruppe der 2-Trimethylsilylethylrest
gewahlit.'? 123 Dadurch ist eine selektive Entschiitzung des 17-Linolenoyloxy-
linolsaure-(2-trimethylsilylethyl)-esters  (62) zur 17-Linolenoyloxylinolsdure (63)
gewahrleistet; diese kann anschlieend mit Glutamin konjugiert werden. Als
Kopplungspartner flir die Olefinierung wurde daher 9-Oxononansaure-(2-
trimethylsilylethyl)-ester (64) eingesetzt.

9-Oxononansaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (64) erhalt man durch selektive
Reduktion des Methylesters von Nonandisaure-methylester-(2-trimetylsilylethyl)-ester
(65). Die selektive Reduktion konnte durch Verwendung von Bis-(2-methoxyethoxy)-
aluminiumhydrid, das mit N-Methylpiperazin desaktiviert wurde, erreicht werden.['?¥
Nonandisaure-methylester-(2-trimetylsilylethyl)-ester (65) wurde durch Umsetzung
von Nonandisauremonomethylester (66) mit 2-Trimethylsilylethanol in Gegenwart
von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 4-(N,N-Dimethylamino)-pyridin (DMAP)!'?!

gewonnen (siehe Schema 17).

o} o}

HsCO)I\/\/\/\/U\OH 66

j HO(CH,),Si(CH3)3, DCC, DMAP
o) 0

H3CO)I\/\/\/\/”\O/\/SKCH3)3 65 Ausbeute: 68 %

JNaHzAI(O(CH2)20CH3)Z, N-Methylpiperazin
o}
H o SCH3)s 64 Ausbeute: 47 %

Schema 17: Synthese von 9-Oxononansaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (64)
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(1S)-Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester (59) wurde in drei Stufen erhalten.
Dazu wurde (S)-Methyloxiran (67) mit 2-Bromethyl-1,3-dioxolan (68) zum 5-(1,3-
Dioxolan-2-yl)-pentan-2-ol (69) umgesetzt.'®® Die Veresterung der Hydroxygruppe
mit Linolensdure (3) unter Verwendung von DCC und DMAP!'#! Jieferte (1S)-1-
Linolensaure-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-1-methyl-butylester (70), der mit 6 N HCI bei 0 °C
zum (1S)-Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester (59) entschutzt wurde (siehe
Schema 18).

O
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OH />
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(0]

e I w
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0
/\/\)I\H 59
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Schema 18: Synthese von (1S)-Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester (59)

Die dissymmetrische Bis-Wittig Olefinierung!'?"! von (1S)-Linolensaure-(1-methyl-5-
oxopentyl)-ester (59) und 9-Oxononansdure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (64) mit
Propan-1,3-bistriphenylphosphoniumbromid (60) lieferte (17S)-17-Linolenoyloxy-
linolsaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (62), aus dem mit t-Butylammoniumfluorid
(17S)-(17-Linolenoyloxy)-linolsdure (63) freigesetzt wurde. Nach Aktivierung der
(17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure (63) mit Chlorameisensaureethylester wurde das
entstandene gemischte Anhydrid'® mit L-Glutamin (24) zum N-(17-Linolenoyloxy-

linoleoyl)-L-glutaminkonjugat (48) umgesetzt (sieche Schema 19).
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Schema 19: Synthese von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48)

Das chromatographische Verhalten und das APCI-Massenspektrum der so herge-
stellten Referenzverbindung stimmten mit dem aus Regurgitat isolierten Naturstoff

Uberein.
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3.1.6.3 Bedeutung von N-(17-Acyloxy-acyl)-glutaminkonjugaten

Im Regurgitat von Spodoptera Larven lasst sich eine Vielfalt an N-(17-Acyloxy-acyl)-
glutaminkonjugaten nachweisen. Verbindungen dieses Typs waren bisher unbe-

kannt. Allerdings sind verwandte Molekiile isoliert worden (Schema 20):

_ _ _ OH
72 ©
0
)\/\/\/\/\:\/\/b?\
OH
N
H/ﬁr
71 o}
{\j oH
o
N 74

Schema 20: Acyloxy-acylverbindungen (71, 72, 74) und Polyamine 73

So produziert das marine Bakterium Cytophaga sp. SANK 71996 das N-(3-Acyloxy-
acyl)-glycin 71, welches interessanterweise als spezifischer N-Typ Calcium
Kanalblocker wirkt.!'®”) 3-Acyloxy-acyl-aminosaurekonjugate sind seit langem als
Produkte anderer Mikroorganismen bekannt. Sie werden bei phosphatarmer
Nahrung gebildet und dienen als Phospholipidersatz.['?® Fiir die (17-Acyloxy-acyl)-
glutamine kann eine ahnliche Funktion wohl nicht als wahrscheinlich angesehen
werden, da ihre raumliche Struktur zu wenig einem Phospholipid ahnelt.

Aus dem Wehrsekret von Kohlweildlingsraupen (Pieris rapae) wurde von Meinwald et
al. kurzlich eine Reihe von 11-Acyloxy-linolensaurederivaten (z. B. 72), die Mayolene
benannt wurden, isoliert und wegen ihres Tensidcharakters als Verteidigungsstoff

diskutiert.'” Von der gleichen Arbeitsgruppe wurde aus dem Wehrsekret von
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Epilachna borealis eine Vielzahl von Polyazamakroliden vom Typ 73 in
unterschiedlichsten RinggroBen gefunden.!®® Diese Verbindungen weisen ein
ahnliches Bauprinzip wie die N-(17-Acyloxy-acyl)-glutamine aus dem Regurgitat von
Lepidopteren auf, da sie letztendlich aus einer w-1 substituierten Fettsdure und
Aminoethanol, das aus der Aminosaure Serin stammt, aufgebaut sind.

Die entfernt verwandten Bruchine (74) von Russelkafern (Bruchus pisorum) sind
deshalb interessant, weil sie bereits im Femtomolbereich die Gallenbildung bei
Erbsen (Pisum sativum) induzieren und damit zeigen, welche hohe physiologische

Aktivitat Lipidmolekiile haben kénnen.!""
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3.1.7 N-(17-Phosphonooxy-acyl)-glutaminkonjugate

3.1.7.1 Strukturaufklarung von N-(17-Phosphonooxy-acyl)-glutaminen
Motiviert durch die erfolgreiche Suche nach den funktionalisierten polaren N-(15,16-
Epoxy-linoleoyl)-glutaminkonjugaten (32) und N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-gluta-
minkonjugaten (33) untersuchte ich den mittelpolaren Bereich des RP-18 HPL-
Chromatogramms, in dem auch die hydroxylierten N-Acyl-glutamine eluieren,
genauer. Bei der Analyse von S. exigua Regurgitat wurde im APCI-Massenspektrum
gelegentlich ein breiter Peak, der direkt vor Volicitin bei 22 min eluiert, bemerkt
(siehe Abbildung 20). Dieser Peak zeigte lonen bei m/z = 407 sowie ein [M+H]" von
m/z = 505.
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Abbildung 20: HPL-Chromatogramm® und lonenspur m/z = 505 eines unbekannten

Metaboliten (75) aus dem Regurgitat von S. exigua Larven

Im APCI-MS und im MS-MS-Spektrum der Verbindung 75 mit dem [M+H]" = 505
beobachtete man lonen mit m/z = 407, 385 und 147, den typischen Fragmenten
eines N-Acyl-glutaminkonjugats. Die Differenz von m/z = 505 auf m/z = 407 betragt
98 amu. Dies entspricht der Masse eines Schwefelsdure- oder Phosphorsaure-

molekils, so dass ich vermutete, dass die 17-Hydroxygruppe von N-(17-Hydroxy-

9 HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™ Gradient A:
H,0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B.
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linoleoyl)-L-glutamin (20) phosphoryliert bzw. sulfatiert vorliegen koénnte (siehe
Abbildung 21).

N
1% [M+H]
100- 505
98
50
407
425
285 487 | (M+Nap*
439
261976 295 348 367 1390 1 527
0 . t 1 - Ii 1 Llll " PR . 1
150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Abbildung 21: APCI-MS der Verbindung 75. Verlust von 98 amu vom Molekdlion fiihrt zum
lon m/z = 407

Da die Verbindung 75 unter den verwendeten APCI Bedingungen auferst labil ist
und deshalb nur ein maBig intensives [M+H]" zeigt, wurde zur schonenderen
lonisierung mittels Elektrospray gewechselt. Damit lie® sich neben dem Molekul 75
mit [M+H]" m/z = 505 auch eine weitere, um zwei Masseneinheiten leichtere
Verbindung 76 mit dem lon m/z = 503 nachweisen. Dieses lon m/z = 503 kdnnte von
einem in Position 17 phosphorylierten bzw. sulfatierten Volicitin (19) stammen. 76
sollte noch leichter Eliminierung eines Saurerestes erleiden als das entsprechende
Linolsaurederivat 75, da dabei ein konjugiertes Doppelbindungssystem entsteht.
Unter APCI-Bedingungen zeigte das vermutliche substituierte Volicitin (19) daher nur
ein lon bei m/z = 405. Beide Molekule 75 und 76 eluieren von der RP18 Saule
praktisch gleichzeitig. In Abbildung 20 erkennt man allerdings eine Schulter im Peak

bei 21.5 min, die ebenfalls auf die Gegenwart von 2 Verbindungen hindeutet.
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Schema 21: N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamin (75) oder N-(17-Sulfooxy-linoleoyl)-
glutamin (77)?

Eine Entscheidung, ob es sich bei der Verbindung mit dem Quasimolekilion m/z =
505 um ein N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamin (75) oder ein N-(17-Sulfooxy-
linoleoyl)-glutamin (77) handelt (Schema 21), Iasst sich eindeutig treffen, wenn man
negative ESI-MS-MS Spektren des Molekuls aufnimmt. Im Negativ-Modus weisen
sowohl Ester der Schwefelsaure als auch der Phosphorsaure ein lon bei m/z 97 auf,
das [H2PO4] bzw. [HSO4] entspricht. Bei Sulfaten beobachtet man jedoch ein
zweites lon mit m/z = 80 [SOg3]. Im Gegensatz dazu tritt im Massenspektrum von
Phosphaten ein lon bei m/z = 79 auf, das [POs] entspricht."* *3 An Hand dieser
unterschiedlichen lonen lassen sich N-(17-Phosphonooxy-acyl)- und N-(17-Sulfooxy-
acyl)-glutaminkonjugate eindeutig unterscheiden.

Far die Verbindung 76 erhalt man unter negativ ES| Bedingungen (Abbildung 22) ein
[M-HT-lon bei m/z = 501 und nach Eliminierung des Substituenten in Position 17 ein
lon mit m/z = 403. AuRerdem erscheint ein intensives lon bei m/z = 97 und ein
weiteres weniger intensives lon bei m/z = 79. Es handelt sich daher zweifelsfrei um
einen Phosphorsaureester. Gleiches gilt fir 75 dessen ESI-MS-MS Spektrum

ebenfalls ein lon bei m/z = 79 aufweist.



52 3 Ergebnisse und Diskussion: Analyse des Regurgitates von Herbivoren

OH
N F{
N
HO' o H
_ _ _ N
OH
2h T4 07 NH,
97
403
501
[PO3]_
79
54 145 327 360 457
oL ] . . . | 1 . |

60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460 500 1/,

Abbildung 22: ESI-MS-MS Spektrum von N-(17-Phosphonooxy-linolenoyl)-glutamin (76)

Aufgrund ihrer biologischen Herkunft aus dem Regurgitat von S. exigua Larven sollte
es sich bei den beiden Verbindungen um Phosphate des Volicitins (19) bzw. des N-
(17-Hydroxy-linoleoyl)-glutamins (20) handeln. Die Verbindungen konnten bisher nur

im Regurgitat von S. exigua Larven nachgewiesen werden.

3.1.8 Bedeutung der N-(17-Phosphonooxy-acyl)-glutamin-
konjugate

Die N-(17-Phosphonooxy-acyl)-L-glutaminkonjugate 75 und 76 sind die ersten
Beispiele fur phosphorylierte langkettige Hydroxyfettsaurederivate, die in der Natur
aufgefunden wurden. Da Phosphorylierung im Stoffwechsel haufig zur Aktivierung
aber auch zur Desaktivierung von Signalstoffen Verwendung findet,['**1%¢ kénnte
man Uber eine ahnliche Wirkung fur die N-(17-Phosphonooxy-acyl)-L-glutamine 75
und 76 spekulieren.

Durch die Phosphorylierung von Volicitin (19) bzw. N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-L-
glutamin (20) erhalt man ein Molekll mit zwei sehr polaren Kopfgruppen, die durch
eine lange unpolare Kette verbunden sind. Durch die Phosphorylierung sollten sich
daher die physikalischen Eigenschaften von N-(Hydroxy-acyl)-glutaminen drastisch
verandern. Ein Naturstoff, mit verwandter Struktur zu den im Regurgitat von
S. exigua Larven gefundenen N-(17-Phosphonooxy-acyl)-glutaminen 75 und 76 ist

19-Sulfooxy-2-nonadecen-1,2,3-tricarbonsaure (78) (siehe Schema 22).
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Diese bipolare Verbindung 78 wurde aus einem Extrakten eines endophytischen
Pilzes, der auf Blattern von Berberis oregana wachst, isoliert.'*”! Die Verbindung 78

stellt einen potenten Inhibitor der Ras Farnesyl-Protein-Transferase dar.
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Schema 22: Vergleich von 19-Sulfooxy-2-nonadecen-1,2,3-tricarbonsaure (78)!"*"! aus
Chaetomella acutiseta mit N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamin (75) aus

dem Regurgitat von S. exigua Larven

Des weiteren weist das Pheromon der Kirschfliege (Rhagoletis cerasi) 79, das die
Eiablage in eine schon belegte Frucht verhindert, durch seine bipolare Struktur eine
entfernte Verwandtschaft zu den N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutaminen (siehe
Schema 23) auf.['*®

OH
H
OH Y\/\/\)\/\/\/ﬁ('\jl
HO HO OH

Schema 23: Das Anti-Eiablage-Pheromon (79) der Kirschfliege (Rhagoletis cerasi)'*®

SOzH

Nachdem mit N-(17-Phosphonooxy-acyl)- und N-(17-Acyloxy-acyl)-glutaminen
bereits zwei Derivate der N-(17-Hydroxy-acyl)-L-glutamine im Regurgitat von
Lepidopterenlarven nachgewiesen werden konnten, ware es sicherlich lohnend, nach
N-Acyl-glutaminen im Regurgitat von Lepidopteren zu suchen, die in Position 17

glycosyliert sind.
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3.1.9 Untersuchungen zur Biosynthese der N-Acyl-glutamin-
konjugate

Sucht man zu den aus Regurgitat von Raupen isolierten N-Acyl-glutaminkonjugaten

verwandte Naturstoffe, so stoRt man auf Ornithinlipide (80),""*% Surfactin!™*” oder N-

Acylserine (81). Alle diese Verbindungen werden von Mikroorganismen gebildet
(siehe Schema 24).[141]

(0] OH
OH (6]
/\/\/\/\/\/\)\/ILN
H
Ornithinlipid (80)
NH,

O
)\/\/\/\/\/\/\/U\ OH
% 0
)\/\/\/\/\/\/k/lL OH
N
H
N-3-Acyloxyacylserin (81) 0O

/k/\/\/\/\)\/ﬁ\ |
L-Glu==L-Leu=—D-Leu=—L-Val==L-Asp=—D-Leu=—L-Leu

Surfactin  (82)

o

Schema 24: Ornithinlipide 80, Serinlipide 81 und Surfactin 82

Daher lag es nahe, zu untersuchen, ob N-Acyl-L-glutaminkonjugate aus dem
Regurgitat von Raupen maoglicherweise ebenfalls bakteriellen Ursprungs sind.

Wie die rasterelektronen-mikroskopische Aufnahme des Vorderdarms von S. exigua
Larven eindrucksvoll zeigt, ist der Darmtrakt von S. exigua Larven dicht mit

Mikroorganismen besiedelt (siehe Abbildung 23).



3 Ergebnisse und Diskussion: Analyse des Regurgitates von Herbivoren 55

Abbildung 23: Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Vorderdarmes von
S. exigua Larven zeigt, dass dieser mit einer Vielzahl kokkoider und

stédbchenférmiger Mikroorganismen besetzt ist

Um zu untersuchen, ob die Darmbakterien von Lepidopterenlarven N-Acyl-glutamine
produzieren, wurde Regurgitat mit [2-2H]-Phenyldodecanséure (83), einem oxida-
tionsstabilen Analogon der Linolensaure (3),'*¥ und L-Glutamin (24) vier Tage
inkubiert. Nach 3 h, 5 h, 22 h und 4 d wurden Proben entnommen und per LC-MS
anaylsiert. Die Verwendung von [2-?H]-Phenyldodecansaure (83) bot den Vorteil,
dass der Nachweis der Bildung von N-([2-?H]-Phenyldodecanoyl)-L-glutamin (84)
neben den im Regurgitat vorhandenen Konjugaten zweifelsfrei gelingt.

O,
D H OH
MOH HoN Ho s
83 o
o
HoN

Mikroorganismen aus
dem Raupendarm

o)
a OH
N H
H
D H
4
8 o
HoN

Schema 25: Inkubation von Regurgitat von S. exigua Larven mit [2-?°H]-Phenyldodecanséaure
(83) und Glutamin (24)
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Isotopenpeak von

100 Volicitin (19) N-[2-2H]-Phenyldo-
decanoyl-L-glutamin (84)
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m/z = 406
0
100
22 h
0 /k m/z = 406
100
0 ) L] L] /LI T L] L] T L] m/z ) 406
18 20 22 24 26 28 30 32 34

t/min

Abbildung 24: LC-MS lonenspuren™® der Bildung von N-([2-°H]-Phenyldodecanoyl)-L-
glutamin (84) nach 3 h, 5 h, 22 h und 4 d Inkubation von [2-?H]-Phenyl-

dodecansaure (83) und L-Glutamin (24) mit Regurgitat von S. exigua Larven

Bei diesem Inkubationsversuch erhielt man eine Verbindung, deren Massenspektrum
und Retentionszeit mit dem von synthetischem N-([2-?H]-Phenyldodecanoyl)-L-
glutamin (84) ([M+H]" = 406) Ubereinstimmte (siehe Schema 25 und Abbildung 24).
Das bedeutet, dass sich mit Regurgitat in vitro Konjugate synthetisieren lassen.

Bei dem Experiment beobachtete man ein Maximum an neu gebildetem N-([2-2H]-
Phenyldodecanoyl)-L-glutamin (84) nach mehreren Tagen. Der zeitliche Verlauf der
Konjugatbildung liel3 vermuten, dass Mikroorganismen an der Reaktion beteiligt sein
konnten. Wirde ein vom Insekt in den Darm sezerniertes Enzym die Reaktion
durchfiihren, so sollte man aufgrund von Denaturierungsprozessen eine rasche
Abnahme der Aktivitat erwarten. In einem folgenden Versuch wurde Regurgitat auf

LB-Medium ausplattiert und 2 d bei 28 °C inkubiert. Mikroorganismen dieser

" Da die lonenspur m/z = 406 abgebildet ist, wird von Volicitin mit dem Quasimolekularion m/z = 405
der Isotopenpeak beobachtet.

S HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™' Gradient A:
H,0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B.



3 Ergebnisse und Diskussion: Analyse des Regurgitates von Herbivoren 57

Mischkultur wurden in ein Eppendorf-Réhrchen mit 0.5 ml Phosphatpuffer dberfihrt,
um zu untersuchen, ob bei Substratzugabe von Fettsduren und L-Glutamin (24)
N-Acyl-glutaminkonjugate gebildet werden. Im LC-MS wurden je nach verfuttertem
Fettsauresubstrat die Bildung von N-([2-?H]-Phenyldodecanoyl)-L-glutaminen (84),
N-Linolenoyl-L-glutaminen (21), N-Linoleoyl-L-glutaminen (22) und N-Oleoyl-L-
glutaminen (23) beobachtet. Bei Kontrollversuchen mit Glutamin (24) und Fettsauren
enthaltenden Pufferldsungen war keine Konjugatbildung nachweisbar. Demnach sind
Bakterien aus dem Darm von S. exigua Larven in der Lage, N-Acyl-L-

glutaminkonjugate zu produzieren.!'**!

3.1.9.1 Isolierung und Bestimmung der Mikroorganismen durch 16S-rRNA
Analyse und Einschatzung ihrer okologischen Bedeutung

Nach diesen Versuchen wurden im Labor von Prof. Dr. Dettner (Tierokologie Il,

Universitat Bayreuth) S. exigua, A. segetum und M. brassicae Larven unter sterilen

Bedingungen seziert und ihr Vorderdarminhalt zur Gewinnung der Darmbakterien auf

BHI-Platten' ausgestrichen. BHI ist ein nahrstoffreiches Komplexmedium aus

Rinderherz und Hirn, das sich zur Kultivierung von Mikroorganismen als sehr

geeignet erwiesen hat.!"**

Von den ausplattierten Mikroorganismen wurden
Reinkulturen durch Verdinnungsreihen und Selektion einzelner Klone nach Kriterien
wie Form und Farbe hergestellt. Die auf diese Weise isolierten Darmbakterien
wurden in BHI-Flussigkulturen Gberfuhrt und Uber Nacht in Eppendorf-Réhrchen mit
luftdurchlassigem Deckel angezogen. Um zu ermitteln, ob die aus den Larven
isolierten Mikroorganismen in der Lage sind, N-Acyl-L-glutaminkonjugate zu bilden,
wurde zu Kulturen in 1 ml BHI-Medium 1 pl Linolensdure (3) und 1 mg L-Glutamin
(24) gegeben und bei 28 °C und unter Schutteln bei 200 U/min fir mehrere Stunden
inkubiert. Proben (20 pl) wurden entnommen, mit 20 yi Methanol versetzt,
zentrifugiert und der Uberstand direkt per LC-MS untersucht. Bei ersten Versuchen
stellte sich heraus, dass die meisten der isolierten Mikroorganismen Konjugate
produzierten, wohingegen mit autoklavierten Mikroorganismen keine Bildung von
N-Acyl-L-glutaminkonjugaten zu beobachten war. Durch Zugabe von N-([2-2H]-
Phenydodecanoyl)-L-glutamin (84) als Standard gelang es festzustellen, welcher der

untersuchten Stamme flr die Herstellung von N-Acyl-L-glutaminkonjugaten

' Brain Heart Infusion Agar
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besonders geeignet war. Auf diese Weise wurden 4 Stdmme (aus dem Regurgitat
von S. exigua, A. segetum und M. brassicae Larven) ausgewahlt, die sich als

verlassliche N-Acyl-aminosaureproduzenten erwiesen hatten (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: 4 N-Acylaminosaure produzierende Mikroorganismen, aus dem Vorder- bzw.
Mitteldarm von S. exigua, A. segetum und M. brassicae Larven, bestimmt durch
16S-rRNA Analyse"

Stamm- |Spezies!"*! % Homologie |Herkunft Konjugatproduktion

nummer

P5St5 Acinetobacter sp. | Mamestra brassicae | N-Linolenoyl-L-
Genospezies 11 99.6 % glutamin

St1FI Providencia rettgeri Agrotis segetum N-Linolenoyl-L-
99.8 % glutamin

P2St6 Myroides odoratus Spodoptera exigua N-Linolenoyl-L-
99.1 % glutamat

P2St7 Ochrobactrum sp. Spodoptera exigua N-Linolenoyl-L-
nicht beschriebener Vertreter glutamin
97.5%

Um sich ein genaueres Bild Uber die Diversivitat der Mikroorganismen und deren
Fahigkeit, N-Acyl-aminosauren zu produzieren, machen zu kdénnen, wurden in einem
groRangelegtem Versuch erneut Mikroorganismen von S. exigua Larven diesmal
unter Verwendung unterschiedlicher Nahrmedien isoliert. Insgesamt lieRen sich bei
diesem Experiment 26 unterschiedliche Stamme isolieren und durch Dr. Joérn Piel
und Lyiang Ping per 16S-rRNA Analyse, einer zuverlassigen molekularbiologischen
Methode,'*®! bestimmen (siehe Tabelle 4). Da sich erfahrungsgemaR aus
biologischem Material nur etwa 1 % der vorhandenen Mikroorganismen!'*®!
kultivieren lassen, sind im Darm von S. exigua Larven mehr als 200 verschiedene
Mikroorganismen zu erwarten.

Viele der aus dem Darm von S. exigua Larven isolierten Mikroorganismen wie z. B.
Streptomyces aureus oder Providencia rettgeri werden als Pathogene eingestuft.
Solche Stamme sind duBerst anpassungsfahig und resistent gegen Antibiotika.l""
8 Ein Grund firr ihr Vorhandensein im Raupendarm kénnte darin zu sehen sein,
dass die verwendeten S. exigua Larven von einer lang etablierten Laborkultur (Fa.

BAYER) stammen. Der Raupennahrung werden standardmaflig Antibiotika wie

“ Der Prozentsatz in der Spalte Spezies gibt die Ubereinstimmung der 16S-rRNA Analyse des

isolierten Stammes mit dem genannten Stamm an.
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Gentamycin zugesetzt, so dass sich nur angepasste Bakterien dauerhaft im Darm
der Raupen ansiedeln kdnnen. Es ware daher fir zukinftige Experimente aufierst
interessant, Spodoptera Larven aus der Natur zu sammeln und diese mit
Laborkolonien bezuglich inrer Darmbakterien zu vergleichen.

Ein erster Ansatz in diese Richtung war die Untersuchung der Darmflora von
S. exigua Raupen, die auf verschiedenen Futterpflanzen fralden bzw. mit kinstlicher
Diat ernahrt wurden.

Die 16S-rRNA Analyse von je 3 isolierten Mikroorganismen aus dem Darm von
S. exigua Larven, die auf Mais- bzw. Bohnepflanzen frallen, zeigte, dass neue
Stamme im Vergleich zu den Mikroorganismen, die aus S. exigua Larven nach Frafl}
von kunstlicher Diat isoliert wurden, hinzukommen. Allerdings lieen sich in erster
Linie Stamme nachweisen, die bereits von S. exigua Larven isoliert worden waren,
die mit kinstlicher Diat ernahrt worden waren (siehe Tabelle 5 und Tabelle 6). Eine
gewisse Flexibilitat der Darmflora in Abhangigkeit von der Futterpflanze erscheint
demnach méglich. Bei Grillen (Acheta domestica)'*®! wurde eine gréRere Variabilitat
der Darmflora in Abhangigkeit vom Futter festgestellt. Zur Beurteilung, ob die
Ernahrung auch bei Spodoptera Larven einen Einfluss auf die Zusammensetzung
der Darmbakterien hat, waren allerdings umfangreiche Experimente notwendig. Um
die dkologische Relevanz eines solchen Vergleichs abschatzen zu kdnnen, mussten

aus der Natur gesammelte Raupen verwendet werden.
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Tabelle 4: Mikroorganismen aus dem Vorder- bzw. Mitteldarm von S. exigua Larven,
bestimmt durch 16S-rRNA Analyse"
Stamm | Spezies!"*! % Homologie Vorkommen/ Konjugat-
Bemerkung produktion
Se8,15 Staphylococcus aureus 100% Haut +
Se69 Staphylococcus saprophyticus 99% | Haut -
Seb7 Gordonia terrae 99% Boden, Insektendarm | (+)"
Se67 Bacillus pumilus 100% Boden +
Seb55,64 | Rhodococcus erythropolis 100% Boden, Insektendarm | +
Se12,36 | Enterococcus mundti 99% Verdauungstrakt (+)"
Seb51,62, | Enterococcus rottae 99% -
65 E. sp. RfL6 aus Termitendarm 98% | Verdauungstrakt
Se52,54, | Sehr nah verwandt zu: Verdauungstrakt -
66 Enterococcus flavescens 99%
E. gallinarum 99%
E. casseliflavus 99%
E. saccharolyticus 99%
Se14,24, | Microbacterium arborescens 99% (+)"
50,53,61 | M. imperiale 99% M. imperiale: Darm
Eacles imperialis
Se9,31 Ochrobactrum sp. PR17 PR17 stammt von der | -
O. sp. 4FB13 Rhizosphare von
(nah verwandt zu O. grignonense) Kartoffelpflanzen
Se26 Corynebacterium propinquum 99% | Verdauungstrakt +
C. pseudodiphtheriticum 98%
Se60 Paenibacillus amylolyticus 98% Boden +
Se11 Acinetobacter sp. DSM590 99% ubiquitar +
(nahe verwandt zu A.
calcoaceticus)
Se5,18,2 | Am nachsten  verwandt zu -
0,22,23,2 | Leucobacter komagatae 94%
5,30,32,5
8,63
Se21,35 | Am nachsten  verwandt zu | Boden +
Arthrobacter nicotianae 98%
Se2 Erwinia Supercluster, nahe | verursacht +
verwandt zu Pectobacterium | Wurzelfaule
cypripedii (97 %)
Se4,28,P | Klebsiella, nahe verwandt zu K. | Pflanzenoberflache +
61 oxytoca 98%
Sel7 Enterobacter cloacae 99% Verdauungstrakt -
Se59 Stenotrophomonas maltophilia 99% +
Se39 Micrococcus luteus 99% Haut -

¥ Die Klammer gibt an, dass bei dieser Versuchsreihe keine oder nur geringe Production von N-Acyl-

L-glutaminen beobachtet wurde. In weiteren Versuchsreihen wurden hingegen N-Acylglutamine

gefunden.
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Tabelle 5: Drei statistisch ausgewahlte Mikroorganismen aus dem Darm von S. exigua

Larven nach Fraft an Maispflanzen (Zea mais)"

Stamm | Spezies!"*! % Homologie Vorkommen/ Konjugat-
Bemerkung produktion
A13 Ochrobactrum sp. PR17  98% Kartoffelrhizosphare +
[z Pseudomonas sp. ML2  99% Biotensidproduzent +
P.sp. DCM5B 99% Flussmindung
P. putida 99% Akazienrhizosphare
P. plecoglossicida 99% Boden
P.sp. HR13  99% Darmsymbiont
V1 Microbactrium arborescens 97% +
M. imperiale 97% M. imperiale: Darm
Eacles imperialis

Tabelle 6: Drei statistisch ausgewahite Mikroorganismen aus dem Darm von S. exigua

Larven nach Fra an Limabohnenpflanzen (Phaseolus lunatus)"

Nummer | Spezies!'"*! % Homologie Vorkommen/ Konjugat-
Bemerkung produktion
A5 Microbacterium arborescens 97% +
M. imperiale 97% M. imperiale: Darm
Eacles imperialis
110 Pseudomonas +
V2 Bacillus anthracis 99% Abwasser +
B. cereus 99 % Erde

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Darmbakterien von Manduca sexta Larven
auf BHI-Agar ausgestrichen und die Mischkultur fur in vitro Versuche verwendet.
Interessanterweise produzierte die Mischkultur nach Gabe von Linolensaure (3) und
L-Glutamin (24) neben N-Acyl-L-glutaminen etwa doppelt soviel N-Acyl-L-glutamate.
Bei Verfutterung von L-Glutamat und Linolensaure (3) an die Mischkultur der aus M.
sexta isolierten Darmbakterien wurde sogar ein Verhaltnis von 12:1 an N-Linolenoyl-
L-glutamat (25) zu N-Linolenoyl-L-glutamin (21) beobachtet. Der bevorzugte Einbau
von N-Acyl-L-glutamaten durch Mikroorganismen aus dem Darm von M. sexta
Larven spiegelt die Verhaltnisse im Regurgitat von M. sexta Larven wieder, in dem -
im Gegensatz zu Spodoptera Larven - ebenfalls die N-Acyl-glutamatkonjugate
Uberwiegen.

Bisher wurde bei samtlichen untersuchten Mikroorganismen aus Lepidoptera Larven
neben der Bildung von N-Acyl-L-glutaminen auch die Fahigkeit zur w-1 Hydroxy-

lierung zu Volicitin (19) bzw. N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-glutamin (20) beobachtet.
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Bei der Suche nach Stdammen, die mdglicherweise fur die Bildung von Volicitin (19)
verantwortlich sind, kénnte sich die durchgeflhrte 16-SrDNA-Analyse der Darm-
bakterien von S. exigua Larven als wertvoll erweisen. So wurden Bacillus Arten
isoliert, die fiir inre Fahigkeit zur -1 Hydroxylierung bekannt sind.l”> " Ein isolierter
Stamm ist zu 100 % identisch mit Bacillus pumilus, der Olséure in Position 15,16 und
17 hydroxylieren kann."® Moglicherweise wird daher Linolensdure (3) oder
N-Linolenoyl-L-glutamin (21) unter geeigneten Bedingungen durch Bacillus pumilus
oder durch einen engen Verwandten in Position 17 hydroxyliert.

B. pumilus erscheint besonders interessant, da dieser Mikroorganismus als
Rhizobakterium der Schwarzerle (Alnus glutinosa) gro3e Mengen an Gibberellinen,
pflanzlichen Wachstumshormonen, bildet."®® Bei A. glutinosa konnte gezeigt
werden, dass die bakteriellen Gibberelline Wachstum induzieren.['®"! Eine ahnliche
Reaktion von Pflanzen ware denkbar, wenn Bakterien aus dem Regurgitat wahrend
des Frallvorganges in die frische Wunde einer Pflanze gelangen.

Weiterhin sind im Darm von S. exigua Larven eine Reihe weiterer Mikroorganismen -

wie z. B. Enterococcus Arten!'*®

- vorhanden, die als typische Darmbakterien
angesehen werden kénnen. Ansonsten findet man Mikroorganismen, die typisch flr
Pflanzenoberflachen sind. Eine genaue Untersuchung solcher Bakterien ware
besonders interessant, da sie moglicherweise eine wichtige Rolle bei Interaktionen
zwischen Herbivoren und ihren Futterpflanzen spielen. In diesem Zusammenhang ist
wohl besonders Pectobacterium cypripedii erwahnenswert, weil dieses nahe
verwandt zum Erwinia Supercluster ist. Erwinia carotovora ist ein bekanntes und
intensiv studiertes Pflanzenpathogen, das Wurzelfiule auslést.®® Demnach stellt
sich auch die Frage, ob Herbivore durch Aufnahme solcher Mikroorganismen

Pflanzenkrankheiten verbreiten kdnnen.

3.1.9.2 Bildung von N-Acyl-aminosaurekonjugaten durch Mikro-
organismen aus dem Darm von Spodoptera Larven

Samtliche aus dem Darm von S. exigua Larven isolierten und durch 16S-rRNA

Analyse bestimmten Stamme (siehe Tabelle 4, Tabelle 5 und Tabelle 6) wurden auf

ihre Fahigkeit, N-Acyl-glutaminkonjugate zu bilden, untersucht. Dazu wurden zu den

Uber Nacht in einem Eppendorf-Réhrchen mit luftdurchlassigem Deckel in BHI-

Medium angezogenen Stammen Linolensaure (3) und Glutamin (24) als Substrate

gegeben. Die Substrate wurden erst 9 Stunden nach Inokulation zugefligt, da sich
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die meisten der untersuchten Stdmme dann am Ende der Log-Phase befanden
(siehe Abbildung 47). Nach 4 h Inkubationszeit wurden die Proben per LC-MS
untersucht. Durch Zugabe von [2-2H]-N-PhenyIdodecanoyI-L-qutamin (84) als
internem Standard war es mdglich, die Menge der von den jeweiligen
Mikroorganismen produzierten N-Acyl-aminosaurekonjugate zu bestimmen und so
untereinander zu vergleichen. Von den 26 bestimmten Stdmmen waren 16 in der

Lage, Konjugate zu produzieren.
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Entereobacter cloacae 99 %
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Paenibacillus amylolyticus 98 %
Pseudomonas sp. ML2 99%
Pseudomonas sp. ML2
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Pectobacterium cypripedii 97 % r

Acinetobacter sp. DSM590 99 %
Bacillus anthracis oder cereus 99 %
Corynebacterium propinquum 99 %

Enterococcus flavescens 99 %
Leucobacter komagatae 94 %
Ochrobactrum sp. PR17 99 %
Staphylococcus saprophyticus 99 %

ON-Linolenoyl-L-glutamin
B N-Linolenoyl-L-phenylalanin
ON-Linolenoyl-L-tyrosin

Microbacterium arborescens oder imperiale 97 %
Microbacterium arborescens oder imperiale 97%

Abbildung 25: Synthese von N-Acyl-aminosauren durch Darmbakterien von S. exigua

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse einer Versuchsreihe zusammengestellt, in der
19 Mikroorganismen auf ihre Fahigkeit getestet wurden, N-Acyl-amino-
saurekonjugate zu produzieren. Mehr als 70 % der isolierten Mikroorganismen sind
demnach in der Lage, nach Zugabe von Fettsduren und L-Glutamin (24) N-Acyl-
glutamine zu bilden, was auf eine weite Verbreitung von Fettsdure konjugierenden
Enzymen schlief3en lasst.
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Man beobachtet sehr grof3e Schwankungen hinsichtlich des Ausmalles der
Konjugatproduktion, wenn man unterschiedliche Mikroorganismen vergleicht.
Allerdings stellt man auch eine grof3e Variabilitat der Konjugatbildung beim Vergleich
individueller Kulturen der gleichen Mikroorganismen fest. Um diese Schwankungen
wenigstens teilweise verhindern zu kénnen, wurden bei 12 Stdmmen gleichzeitig je
Organismus 3 Kulturen unter vollig identischen Bedingungen inokuliert, nach 8 h
Wachstum Linolensaure (3) und L-Glutamin (24) zugegeben und nach 4 h
Inkubationszeit Proben fir die LC-MS Analyse entnommen. Unter diesen
Bedingungen wurden fur viele Stdmme bei den drei individuellen Kulturansatzen
ahnliche Konjugatkonzentrationen gefunden. Dennoch gab es auch unter diesen
weitgehend identischen Bedingungen Mikroorganismen, die grof’e Schwankungen
bezuglich der Produktion von N-Acyl-glutaminkonjugaten zeigten. Ein quantitativer
Vergleich der Fahigkeit zur Bildung von N-Acyl-aminosaurekonjugaten ist daher
problematisch. Die Produktion der Konjugate wird von vielen Parametern beeinflusst:
Zellzahl, Medium, Temperatur, Alter der Kulturen, Menge der zugegebenen
Substrate und Menge der zur Inokulation verwendeten Organismen. Versuche von
Lyiang Ping zur Charakterisierung der N-Acyl-glutamin bildenden Enzyme bei
Providencia rettgeri zeigen, dass es ein Maximum der Konjugatbildung gegen Ende
der Log-Phase der Mikroorganismen gibt. Vor diesem Zeitpunkt an werden
Konjugate gar nicht oder nur in sehr geringer Menge gebildet. Um die
Konjugatbildung fir alle Mikroorganismen vergleichen zu kdnnen, musste man
demnach unter standardisierten Bedingungen arbeiten und vorab durch kinetische
Messung der Konjugatbildung fur den jeweiligen Organismus den Zeitpunkt der
maximalen Konjugatbildung ermitteln.

Deshalb sollten die in Abbildung 25 dargestellten Konjugatmengen als Moment-
aufnahme von hochdynamischen Systemen angesehen werden. Eine weitere
Ursache fur die Schwankungen konnte darin liegen, dass neben N-Acyl-glutaminen
viele der aus dem Darm von S. exigua Larven isolierten Mikroorganismen auch
Konjugate mit Aminosauren bilden, die vermutlich aus dem BHI-Medium stammen.
Auch hier lassen sich starke Schwankungen in der Praferenz der Aminosauren
beobachten. Einige der untersuchten Mikroorganismen zeigten in vitro eine
Praferenz zur Konjugatbildung mit Phenylalanin und Lysin. Brady et al. haben

kirzlich aus Bodenbakterien ein Gen eines Enzyms isoliert, das langkettige N-Acyl-
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tyrosinkonjugate produziert.l'>® Nach allen diesen Befunden sind Mikroorganismen in

der Lage, eine breite Vielfalt von N-Acyl-aminosauren zu bilden.

3.1.9.3 Substratspezifitat der Produktion von N-Acyl-aminosauren durch
Mikroorganismen in vitro
Zur Untersuchung der Substratspezifitat der Bildung von N-Acyl-glutaminkonjugaten
durch Mikroorganismen aus dem Darm von Lepidopteren wurden exemplarisch drei
Kulturen ausgewahlt: Providencia rettgeri, Ochrobactrum sp. und Acinetobacter sp..
Fast alle natirlichen Aminosauren wurden von den untersuchten Stdmmen in N-
Acylaminosaurekonjugate Uberfuhrt. Bemerkenswerterweise wurden aber gerade die
zu Glutamin (24) eng verwandten Aminosauren Glutamat und Aspartat Uberhaupt
nicht und Asparagin nur schlecht umgesetzt. Dagegen wurden einige Dipeptide von
den Mikroorganismen zur Konjugatbildung mit Fettsauren akzeptiert (siehe Tabelle
7).
Ein Beispiel flir das Produkt einer Umsetzung von Dipeptiden ist N-Linolenoyl-
glutamyl-glycin (85), dessen APCI-Massenspektrum in Abbildung 26 dargestellt ist.
Das acylierte Dipeptid zeichnet sich durch ein intensives [M+H]*-lon aus. AufRerdem
findet man ein intensives lon bei m/z = 389, das durch Abspaltung des Glycinrestes
und Wasserstofftransfer gebildet wird (Abbildung 26).
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Abbildung 26: APCI-Massenspektrum von N-Linolenoyl-glutamyl-glycin (85)
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Tabelle 7 Bildung von N-Acyl-dipeptiden durch Darmbakterien von Schmetterlingslarven mit
Olséaure, Linolsaure und Linolensaure. (+: Bildung von N-Acyl-dipeptid -: keine
Bildung von N-Acyl-dipeptid)

Dipeptid Providencia rettgeri Ochrobactrum sp. Acinetobacter sp.
GIn-Gly + nicht getestet nicht getestet
Ala-Ala + + +

y-Glu-Phe - + +

Gly-Leu + + +

B-Ala-His + + +

Im Regurgitat der Spodoptera Larven findet man Glutaminkonjugate der Fettsauren,
die die Raupe mit der Nahrung aufnimmt. In Pflanzen stellen Linolensaure (3) und
Linolsdure den Hauptanteil von Fettsduren dar. Um festzustellen, ob die
Darmbakterien in vitro nur Fettsauren bestimmter Kettenlange bevorzugen, wurde
eine Mischung von C-8 bis C-18 Fettsauren verfiuttert (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: HPLC-MS" lonenspuren von C-8 bis C-18 N-Acyl-glutaminen nach

Verfltterung eines C-8 bis C-18 Fettsduregemisches und Glutamin (24) an

Ochrobactrum sp. aus dem Darm von S. exigua

" HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 pm; Flussrate: 0.2 ml min” Gradient
A: H,0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B.
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Nach diesem Versuch zu urteilen, werden gesattigte Fettsauren der Kettenlange C-8
bis C-18 mit gerader und ungerader Kohlenstoffanzahl mit Glutamin (24) konjugiert.
Auch die ungesattigten Fettsduren Olsaure, Linolsdure und Linolensaure (3) werden
erwartungsgemal als Substrate fur die Bildung von N-Acyl-glutaminkonjugaten von
den Bakterien akzeptiert.

Insgesamt beobachtet man bei den in vitro Inkubationen eine geringe Selektivitat, da
sowohl sehr viele Fettsauren als auch die meisten naturlichen Aminosauren von den
untersuchten Mikroorganismen zu N-Acyl-aminosauren konjugiert werden.

Zu klaren bleibt, ob dies eine unspezifische Reaktion eines einzelnen Enzyms
wiederspiegelt oder ob viele spezifisch arbeitende Enzyme an der Vielfalt der

Konjugatbildung beteiligt sind.

3.1.9.4 Steuerung der N-Acyl-L-glutamin Synthese durch die Raupe?

Im Regurgitat von Spodoptera und H. virescens Larven findet man ausschlie3lich
Konjugate des Glutamins (24) mit verschiedenen Fettsauren. Bei der Analyse der
Substratselektivitat der aus dem Darm von S. exigua Larven isolierten
Mikroorganismen fiel hingegen auf, dass diese neben Glutamin (24) auch andere
Aminosauren aus dem Medium zu N-Acyl-aminosauren umsetzen konnen (siehe
Abbildung 24). Die Mikroorganismen produzieren N-Acyl-aminosaurekonjugate nur,
wenn ihnen geeignete Substrate (Aminosauren und Fettsduren) aus der Umgebung
bzw. aus dem Medium zur Verfugung stehen. Das Nahrstoffangebot im Darm
bestimmt demnach das Spektrum der Konjugate im Regurgitat (siehe 3.1.3).

Der Fettsaureanteil der N-Acyl-glutamine stammt direkt aus der Nahrung, wie bereits
von Paré et al. durch FraRexperimente an '*C-markierten Pflanzen bewiesen werden
konnte.® Die Aminosaurekomponente hingegen scheint von der Raupe zu
stammen, da sie keine '*C-Markierung aufwies. Die Analyse der Aminosduren im
Regurgitat von S. exigua per GC-MS nach Derivatisierung mit MSTFA ergab, dass
neben Glutamin (24) bzw. Glutamat kaum andere Aminosduren im Regurgitat
auffindbar sind.

Um zu untersuchen, ob Glutamin (24) von der Raupe in den Darm transportiert wird,
wurde eine [*Hs]-L-Glutamin-Lésung ([?Hs]-24) in die Hamolymphe von S. exigua
Larven injiziert. Nach 3 h bzw. 6 h wurde den Raupen Regurgitat abgenommen und
mittels LC-MS untersucht, ob die N-Acyl-glutaminkonjugate markiertes L-Glutamin
([’Hs]-24) enthielten. [Hs]-Glutamin ([*Hs]-24) wurde nach 6 Stunden bis zu 20 % in
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Volicitin (19) und bis zu 39 % in N-Linolenoyl-L-glutamin (21) eingebaut. So findet
man im APCI-Massenspektrum von N-Linolenoyl-L-glutamin (21) neben dem [M+H]"
lon m/z = 407 flr naturliches N-Linolenoyl-L-glutamin (21) ein intensives [M+H]"lon
mit m/z = 412 lon fir das um 5 Masseneinheiten schwerere N-LinolenoyI-L-[2H5]-
glutaminkonjugat ([?Hs]-21) (Abbildung 28).
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Abbildung 28: APCI-Massenspektrum von N-Linolenoyl-L-glutamin (21) und N-Linolenoyl-L-
[?Hs]-glutamin ([?Hs]-21) nach Injektion von [?Hs]-L-Glutamin ([*Hs]-24) in die

Hamolymphe von S. exigua Larven

Um festzustellen, ob diese Transportreaktion selektiv fir L-Glutamin (24) /L-Glutamat
ist, wurde S. exigua Larven auch eine 3C-markierte Aminosauremischung in die
Hamolymphe injiziert und nach 3 bzw. 6 h das Regurgitat gesammelt. Wiederum
wurde guter Einbau von markiertem L-Glutamin (24) in die N-Acyl-L-
glutaminkonjugate gefunden [11 % in Volicitin (19), 20 % in N-Linolenoyl-L-glutamin
(21). Andere '*C-markierte Aminosauren wurden nicht zu N-Acyl-aminosaure-
konjugaten umgesetzt. Zur Suche nach freien Aminosauren wurde Regurgitat im
Vakuum getrocknet, der Rickstand mit MSTFA derivatisiert und anschlieend per
GC-MS untersucht.!'® Der Gehalt an freien Fettsduren im Regurgitat erscheint im

Vergleich zu Fettsduren relativ gering zu sein. Glutamin bzw. Glutamat lieRen sich
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als haufigste im Regurgitat auftretende Aminosauren nachweisen. Nach Injektion
3C-markierter Aminosauren in die Hamolymphe steigt der Gehalt an Aminosauren
an, neben Glutamin/Glutamat wurde insbesondere auch Serin als freie Aminosaure
gefunden.

Nach diesen Experimenten zu urteilen, wird Glutamin (24)/Glutamat von den
Raupen, moglicherweise durch einen aktiven Transport von der Hdmolymphe in den
Darm sezerniert und sehr schnell mit Fettsduren zu N-Acyl-glutaminkonjugaten
umgesetzt.

Ob die Raupe die Mikroorganismen direkt mit Glutamin (24) versorgt oder ob es sich
um eine Ausscheidungsreaktion handelt, von der die Darmbakterien profitieren, wird
sich wohl erst in Zukunft klaren lassen, wenn solche Transportphanomene mit Hilfe
von NMR-Imaging Techniken unter Einsatz fluormarkierter Verbindungen als

molekulare Sonden im Detail studiert werden.

3.1.9.5 Versuche zur Anzucht mikroorganismenfreier Spodoptera
Larven

Darmbakterien von Spodoptera Larven sind in der Lage, N-Acyl-amino-
saurekonjugate zu synthetisieren. Es stellt sich jedoch die Frage, ob N-Acyl-amino-
saurekonjugate ausschliellich von den Mikroorganismen oder auch von Enzymen
der Raupe hergestellt werden kdnnen.

Dies lie3e sich mit Raupen untersuchen, die keine Mikroorganismen enthalten. Eine
Moglichkeit, zur Gewinnung solcher axenischer Insekten ist die Behandlung mit
Antibiotika, die die Mikroorganismen abtoten. Auf diese Weise konnte beispielsweise
bei Fransenfliglern (Frankliniella occidentalis) mit Hilfe axenischer Individuen
studiert werden, ob sie ihre Darmbakterien mit der Nahrung oder durch Transfer von

der Mutter auf inre Nachkommen erhalten.['*®!

3.1.9.5.1 FraB von Lepidoptera Larven an mit Fosmidomycin behandelten
Bohnenblattern

Bei Versuchen, durch Gabe von konventionellen Antibiotika wie Chloramphenicol,

Gentamycin und sogar Vancomycin die Produktion von Konjugaten einzudammen,

wurde in keinem Fall eine signifikante Reduktion der N-Acyl-glutaminkonjugate im

Regurgitat gefunden. Grund daflir kdnnte sein, dass die Ublicherweise verwendeten

Schmetterlingslarven aus Eiern aufgezogen wurden, die freundlicherweise die Firma
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BAYER regelmalig zur Verfugung stellte. Als Labortiere werden die Raupen dort seit
langer Zeit mit Antibiotikazusatzen (Gentamycin) in ihrer Kunstnahrung aufgezogen,
so dass in erster Linie resistente Stamme im Darm der untersuchten Larven zu
erwarten sind.

Ferner sind allein von den 26 aus dem Darm von Lepidoptera Larven isolierten
Bakterienarten die meisten zur N-Acyl-aminosaurekonjugatbildung befahigt.
Verschiedene Antibiotika mogen vielleicht einige Arten vernichten, sind gegen
andere aber unwirksam. Durch die 16S-rRNA Analyse der isolierten Stdmme wurde
Uberdies deutlich, dass sich im Raupendarm viele Stamme befinden, wie Providencia
rettgeri oder Staphylococcus aureus, die als multiresistente Pathogene bekannt
sind.['*"! Daher erschien, wenn (berhaupt, nur eine Behandlung von Raupen mit
neuartigen Antibiotika aussichtsreich.

In unserer Arbeitsgruppe hat Andreas Jux Fosmidomycin (86) (Schema 26)
synthetisiert,!'*® das erstmals vom Pharmakonzern Fujisawa aus Streptomyces

lavendulae isoliert wurde.['*"]

AN NN A
o N OF
Cl)H HO \OH 86

Schema 26: Struktur von Fosmidomycin (86)

Es ist ein potenter Inhibitor der 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Redukto-
isomerase,°®*"%% gines Schliisselenzyms des Methyl-eritholphosphat- (MEP) Bio-
syntheseweges fir Terpene. Viele Mikroorganismen verwenden genau diesen MEP-
Weg, um Terpene herzustellen.'” Da manche Terpene fiir die Mikroorganismen
essentiell sind, wirkt Fosmidomycin (86) somit stark antibiotisch. Im Gegensatz zu
herkdmmlichen Antibiotika, die oft die Zellwandbiosynthesel'®" unterbinden, hat
Fosmidomycin (86) einen vollig anderen Wirkort. Demnach sollte Fosmidomycin (86)
selbst gegen multiresistente Arten wirksam sein.

Fir die Versuche wurden Limabohnen abgeschnitten und in eine wassrige Losung
von 0.05 mg/ml Fosmidomycin gestellt. Nach 1 tagiger Vorinkubation der Pflanzen
lie® man S. frugiperda und S. exigua Larven an den Limabohnenblattern fressen.
Taglich wurden Regurgitatproben gesammelt, mit einem Standard versetzt und per
LC-MS analysiert. Nur bei S. frugiperda Larven konnten die N-Acyl-
glutaminkonjugate im Regurgitat drastisch reduziert werden (siehe Abbildung 29 und
Abbildung 30). Fur Volicitin (19) wurde im Durchschnitt eine Abnahme auf ca. 4 % im
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Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet. N-Linolenoyl-L-glutamin (21) wurde im
Vergleich zur Kontrolle durchschnittlich um den Faktor 6 reduziert. Volicitin (19) und
N-Linolenoyl-L-glutamin (21) waren selbst nach mehrtagiger Fosmidomycin-
behandlung immer noch per LC-MS nachweisbar.
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Abbildung 29: HPL-Chromatogramme* von N-Acyl-glutaminkonjugaten aus Regurgitat von
S. frugiperda. 5 d Fral® an Bohnen, unbehandelt bzw. vorinkubiert mit 0.05

mg/ml Fosmidomycinlésung (86)

X HPLC-Bedingungen: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™' Gradient A:
H>0 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100 % B, 15 min 100 % B.
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Abbildung 30: Reduktion von Volicitin (19) und N-Linolenoyl-L-glutamin (LEAGIn) (21) im
Regurgitat von S. frugiperda nach Fral an unbehandelten bzw. mit
Fosmidomycin (86) vorbehandelten Limabohnenblattern (Anzahl der

Versuche n = 6)

Die deutliche Verringerung des Gehaltes an N-Acyl-glutaminen durch das
Antibiotikum Fosmidomycin (86) lasst vermuten, dass die endosymbiontischen
Darmbakterien zumindest als Hauptproduzenten dieser Verbindungen angesehen
werden konnen. Allerdings konnte durch Fosmidomycin (86) keine Reduktion von
N-Acyl-glutaminen bei Spodoptera exigua Larven festgestellt werden. Ein weiteres
Problem liegt darin, dass besonders S. littoralis Larven manchmal beobachtet wird,
dass sie keine N-Acyl-glutaminkonjugate im Regurgitat enthalten.''®? Bisher konnte
die Ursache fur dieses ,Verschwinden“ der Konjugate im Raupendarm nicht
gefunden werden. Denkbar ware, dass Mikroorganismen die Konjugate spalten,
denn Mori et al. konnten im mittleren bzw. hinterem Darmbereich von Heliothis
virescens Larven Amidaseaktivitat nachweisen.l'® AuRerdem sind Acylamidasen
von Mikroorganismen bekannt.!'%4 163

Immerhin deutet eine starke Abnahme an Volicitin (19) bei der Behandlung mit
Fosmidomycin (86) (Abbildung 29) darauf hin, dass dessen Hydroxylierung

wahrscheinlich durch Mikroorganismen und nicht durch Enzyme der Raupe erfolgt.

3.1.9.5.2 Versuche zur Gewinnung von axenischen Larven
Trotz der deutlichen Reduktion der Konjugatbildung bei S. frugiperda Larven konnte

durch die Antibiotikabehandlung nicht zweifelsfrei geklart werden, ob nicht doch auch



3 Ergebnisse und Diskussion: Analyse des Regurgitates von Herbivoren 73

die Raupe neben ihren Darmbakterien in der Lage ist, N-Acyl-glutaminkonjugate zu
produzieren.

Nach den Ergebnissen der Versuche, bei denen Raupen mit Fosmidomycin
behandelt wurden, zeichnet sich ab, dass die Konjugatbildung drastisch reduziert,
aber nicht unterbunden werden kann. Deshalb sollte durch Aufzucht steriler Raupen
versucht werden, eindeutig zu klaren, ob ausschlieRlich die Mikroorganismen Uber
die biosynthetische Kompetenz zur Konjugatbildung im Raupendarm verfugen.

Dazu wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Dillon von der Universitat Bath in England
sterile Insekten aufgezogen. Dr. Dillon gelang es bereits friher, axenische
Heuschrecken (Schistocerca gregaria) aufzuziehen. Durch Vergleich steriler und
normal aufgezogener Insekten konnte er zeigen, dass phenolische Stoffwechsel-
produkte von Darmbakterien dem Insekt als Aggregationspheromon dienen.!'%: 1¢7]
Mikroorganismen werden von Insekten auf unterschiedliche Weise erworben. Im
einfachsten Fall werden Mikroorganismen mit der Nahrung aufgenommen.!"®® Oft
werden Mikroorganismen von den Eltern an die Nachkommen weitergegeben,
besonders dann, wenn die Bakterien eine enge Symbiose mit dem Insekt
eingegangen sind. Haufig beobachtet man die Weitergabe von Mikroorganismen,
indem die Adulten Eier mit ihren Fazes und Haaren beschmieren.!"®® Beim Schliipfen
fressen die Larven die Eischale und Féazes der Eltern, wobei sie die
Mikroorganismen aufnehmen. Mikroorganismen kénnen aber auch im Ei an die
Nachkommen weitergegeben werden.!'"!

Beim Versuch, axenische S. exigua Larven zu erhalten, wurden ihre Eier mit
Peressigsaure sterilisiert und in sterile Probenréhrchen Uberfihrt, in denen man die
Raupen schlupfen lie. Die Larven wurden unter sterilen Bedingungen mit
kunstlicher Diat aufgezogen. Als Nahrung diente autoklavierte Kunstnahrung.

Im 3.- 4. Larvenstadium wurde von so aufgezogenen S. exigua Larven Regurgitat
gesammelt, mit Methanol versetzt und zentrifugiert. Die Proben wurden sofort per
LC-MS analysiert und mit einer Regurgitatprobe einer unter normalen Bedingungen
aufgezogenen Kontrollgruppe verglichen. Der Zusatz von N-([*H]-Phenyl-
dodecanoyl)L-glutamin (84) als Standard ermdglichte den quantitativen Vergleich der
Proben. In zwei Versuchsreihen konnte bisher keine drastische Reduktion von N-
Acyl-L-glutaminkonjugaten gefunden werden. Die Menge an Konjugaten nach

Oberflachensterilisation der Eier war bei S. exigua Larven - abgesehen von einer
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Ausnahme - im Vergleich zur Kontrollgruppe auf etwa 1/3 reduziert (siehe Abbildung
31).
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Abbildung 31: Vergleich der Menge von N-Acyl-L-glutaminkonjugaten’ im Regurgitat von
S. exigua Larven nach Oberflachensterilisierung der Eier

Dieses vorlaufige Ergebnis kann verschiedene Ursachen haben:

Einerseits kdnnten die Raupen selbst in der Lage sein, N-Acyl-glutaminkonjugate zu
synthetisieren. Andererseits ware es moglich, dass die Oberflachensterilisation nicht
erfolgreich ist oder sich Mikroorganismen im Ei befinden und dadurch vor der
Oberflachensterilisation geschutzt sind.

Da nur etwa 1 % aller Mikroorganismen kultivierbar sind,'*®! ist ein Nachweis der
Sterilitat der behandelten Raupen durch Ausplattierung des Darminhaltes nach
Behandlung nicht aussagekraftig. Eine Klarung der biosynthetischen Kompetenz der
Konjugatproduktion in vivo ist daher noch nicht abschlieRend méglich. Ahnliche
Schwierigkeiten, die Synthese von Naturstoffen durch mikrobielle Produzenten zu
beweisen, treten haufig auf. Besonders im Bereich der marinen Naturstoffe legen die
Strukturen mancher Produkte oft einen mikrobiellen Ursprung nahe.l'"! Da die
produzierenden Mikroorganismen aber nicht isolierbar bzw. unter Laborbedingungen
nicht kultivierbar sind, gelingt der Nachweis der Produktion durch Mikroorganismen

nur selten.

¥ Dargestellt ist die Summe von Volicitin (19), N-(17-Hydroxylinoleoyl)-L-glutamin (20), N-Linolenoyl-L-
glutamin (21), N-Linoleoyl-L-glutamin (22), N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin (47) und N-(17-
Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin (48).
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3.1.10 Bedeutung und Wirkmechanismus der N-Acyl-glutamin-

konjugate

3.1.10.1 N-Acyl-L-glutamine als Tenside

N-Acyl-glutaminkonjugate sind amphiphile Verbindungen mit dem Glutaminrest als
polarer Kopfgruppe und einer lipophilen Alkylkette, die vom Fettsaurerest stammt.
Auf Grund ihrer Struktur sind N-Acyl-glutamine hervorragende Tenside (Tabelle 8).
So weist eine Losung mit 100 pg/ml N-Linolenoyl-L-glutamin (21) beispielsweise eine
Oberflachenspannung von 30 N/m auf. In dieser Konzentration, die etwa der
naturlichen Konzentration im Regurgitat entspricht, ist die kritische Micellbildungs-
konzentration (cmc) bei weitem Uberschritten, so dass die Konjugate im Regurgitat
als Micellen auftreten (siehe Vergleich der Tropfenformen von Regurgitat,
N-Linolenoyl-L-glutamin (21) (100 pg/ml) und Wasser, Tabelle 8). Die cmc des eng
verwandten N-Stearoyl-L-alanins wird bei einer Konzentration von 30 pg/ml

erreicht.172174]

Tabelle 8: Oberflachenspannung einiger N-Acyl-L-aminosduren

Konjugat Oberflichenspannung | Konzentration
mN/m pg/ml

N-Oleoyl-L-glutamin 31 100
N-Oleoyl-L-glutamat 29 100
N-Linolenoyl-L-glutamin 30 200

30 100

31 10

57 1

_ ot 01 N-Linolenoyl- Regurgitat e

Surfactin 30 (cmc) 9,7 L-glutamin
Sodiumdodecylsulfat 34.9 (cmc) 1700 100 pg/ml
Wasser 74

Damit zeichnen sich N-Acyl-glutaminkonjugate durch vergleichbar gute Tensid-
eigenschaften wie Surfactin!'®! oder Glycolipide, z. B. von Rhodococcus erythropolis
s631,!"% aus. Eine eindrucksvolle Eigenschaft von Biotensiden, z. B. N-Acyl-serinen,
ist ihre Fahigkeit, Himolyse von Erythrozyten auszuldsen.'’”! Eine solche Reaktion
setzt eine intensive Wechselwirkung (Destabilisierung) mit der umhullenden
Membran voraus. Wahrscheinlich 16sen daher N-Acyl-L-glutamine bzw. tensidische

Verbindungen bei Kontakt mit Pflanzenmembranen Abwehrreaktionen aus (siehe
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Kapitel 3.1.10.4), indem sie das Membranpotential verandern. Aufderdem bewirken
Tenside eine Veranderung der Blattoberflachen. So konnten Bunster et al. zeigen,
dass oberflachenaktive Verbindungen von Mikroorganismen die Benetzbarkeit von
Blattern herabsetzen.!'® Biotenside helfen demnach Mikroorganismen, eine Pflanze
oder generell Oberflachen zu besiedeln.['"

Bezeichnenderweise finden N-Acyl-aminosaurekonjugate wegen ihrer hervor-
ragenden Tensideigenschaften bei der Herstellung von Kosmetikprodukten Verwen-

dung.!"®

3.1.10.2 Bedeutung von N-Acyl-aminosaurekonjugaten fur Lepidoptera
Larven
Im Darm von Insekten wirken N-Acyl-glutamine als Emulgatoren von Fett, das die
Raupe beim Fressen aufnimmt. Dadurch erleichtern die N-Acyl-glutaminkonjugate
die Aufnahme von Lipiden aus dem Darm der Raupe in die Hdmolymphe. Davon
profitiert die Raupe, da so die Nahrung besser verwertet werden kann. Insekten sind
namlich nicht in der Lage, Gallensauren zu produzieren,''®" die bei Saugetieren als
Emulgatoren der Nahrungsfette dienen.
Bei der Untersuchung des Darminhaltes von Arthropoden wie Spinnen, Grillen und
Krebsen fanden bereits 1974 Collatz und Mommsen!’? Verbindungen, die den
Arthropoden als Emulgatoren dienen konnten. Aus Abbaureaktionen dieser
Verbindungen schlossen sie auf einen Fettsaure- und Aminosaureanteil. Durch eine
Analyse des Vorderdarminhaltes von Gryllus bimaculatus per LC-MS konnte ich
N-Acyl-glutamate nachweisen, die zu den N-Acyl-glutaminkonjugaten aus dem
Regurgitat von Spodoptera Larven eng verwandt sind.
N-Acyl-glutaminkonjugate bieten Raupen einen gewissen Schutz vor Feinden: Die
Larven reagieren bei Gefahr mit dem Hervorwirgen von Regurgitat. Durch den
hohen Anteil der N-Acyl-glutaminkonjugate (100 pg/ml) im Regurgitat werden die
Raupen sehr schlipfrig und kénnten auf diese Weise Fralifeinden entgleiten.
Interessanterweise findet man in Verteidigungsharchen von Pieris rapae Larven, die
keine N-Acyl-L-glutaminkonjugate im Regurgitat haben, Mayolene (72) (siehe

Schema 20), die ebenfalls Tensideigenschaften aufweisen.!'**!
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3.1.10.3 Bedeutung von N-Acyl-aminosaurekonjugaten fur Mikro-
organismen
Biotenside spielen fur ihre mikrobiellen Produzenten bei verschiedenen Prozessen
eine wichtige Rolle: bei der Aufnahme lipophiler Verbindungen, der Bindung von
Schwermetallen, der Pathogenese und der Aggregation zu Biofimen.'"® Daher
konnten N-Acyl-glutamine fur die mikrobiellen Produzenten vielleicht gerade in der
besonderen Umgebung eines Raupendarmes (pH 10) von Bedeutung sein.
Desweiteren weisen Biotenside antibakterielle Eigenschaften auf. In der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Jon Clardy wurde kirzlich aus Bodenproben DNA isoliert und
in E. coli exprimiert. Bei diesem Screening wurde ein Enzym gefunden, das
langkettige N-Acyl-tyrosinkonjugate produziert, die antibiotische Aktivitdt zeigten.!">!
AuRerdem weisen N-Acyl-aminosdurekonjugate entfernte Verwandtschaft zu Acyl-
homoserinlactonen auf.l'® ' Diese spielen eine entscheidende Rolle als
Kommunikationsmolekule von Mikroorganismen (Quorum sensing). N-(3-Oxo-
hexanoyl)-homoserinlacton (87) (siehe Schema 27) induziert Aggregation von Mikro-
organismen zu Biofilmen und auch die Produktion von Biotensiden wie sie N-Acyl-L-
glutamine darstellen.['™
Erst durch die damit verbundenen Prozesse erlangen Mikroorganismen pathogene
Eigenschaften. Indirekt ist damit N-(3-Oxohexanoyl)-homoserinlacton (87) fur die

Pathogenitat von Erwinia carotovora verantwortlich.['®!
0

>~y
O 87

) @)

Schema 27: N-(3-Oxohexanoyl)-homoserinlacton (87)

Transgene Pflanzen, die Homoserinlactone produzieren und auf diese Weise die
Kommunikation von Erwinia carotovora storen, zeigten erhdhte Resistenz gegen das

Pflanzenpathogen.!'®!

3.1.10.4 Bedeutung der N-Acyl-glutaminkonjugate als Elicitoren

Alborn et al. fanden, dass Volicitin (19) bei Maispflanzen die Produktion von Duft-
stoffen auslost.®" Genetische Untersuchungen zur Wirkung von Volicitin (19)
beweisen, dass es sowohl die Indolbiosynthesel® als auch Terpensynthasen®

aktiviert. Halitschke et al. konnten flr M. sexta Larven zeigen, dass N-Acyl-glutamate
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essentiell fur die Induktion der Duftstoffproduktion bei Tabakpflanzen (Nicotiana
tabacum) sind:®”! Sie entfernten aus dem Regurgitat von M. sexta Larven die
Konjugate durch lonenaustauschchromatographie und fanden, dass so behandeltes
Regurgitat keine Duftstoffproduktion auslost. Setzt man hingegen einen
synthetischen Konjugatmix zu, so beobachtet man die Bildung von Duftstoffen.
Landolt et al. konnten zeigen, dass mit Volicitin (19) induzierte Kartoffelpflanzen
(Ipomea batata) auf Kartoffelkiferweibchen attraktiv wirken.!'®”!

Bei Untersuchungen, ob Volicitin (19) die Duftstoffproduktion bei der Limabohne
ausldst, wurde in unserer Arbeitsgruppe keine Bildung von Duftstoffen beobachtet./**
%1 Bei der Limabohne wurde allerdings nach Applikation von Volicitin (19) ein Anstieg
des endogenen Salicylatspiegels gefunden.’®” Da Salicylsaure (8) die Jasmonsaure-
biosynthese hemmt,’®® mag das eine Ursache fiir das Ausbleiben der Bildung von
Duftstoffen bei der Limabohne sein. Bei Behandlung der Limabohne mit N-
Linolenoyl-L-isoleucinkonjugaten wurde ein Anstieg der Ethylenproduktion (einer
pflanzlichen Abwehrreaktion) festgestellt.'®) Bei analogen Versuchen mit dem
N-Linolenoyl-L-glutaminkonjugat (21) in einer Konzentration von 100 pg/ml wurde ein
derartiger Anstieg der Ethylenproduktion jedoch nicht beobachtet.

AulBerdem gibt es Raupen wie beispielsweise Pieris brassicae, die in ihrem Darm
keine N-Acyl-aminosaurekonjugate enthalten. Da diese Raupen bei Fral3 die
Freisetzung von Duftstoffen ausldsen,!'®® kénnen Volicitin (19) und verwandte
N-Acyl-glutaminkonjugate nicht als generelle Elicitoren fur die Duftinduktion bei
Pflanzen angesehen werden. Weiterhin belegen Versuche an verschiedenen
Maisvarietaten, dass bei Raupenfrall in sehr schwankendem Ausmal} die de novo
Duftstoffbiosynthese induziert wird."® In diesem Zusammenhang spielen wohl auch
die Lichtverhaltnisse bei den Versuchen eine wichtige Rolle. Untersuchungen von Dr.
Jorg Degenhart ergaben, dass nur bei intensivem Licht Mais bei Herbivorenbefall mit
starker Produktion von Duftstoffen beginnt. Christiane Schnee (Abteilung Prof. Dr.
Gershenzon, MPI fiir chemische Okologie) konnte an Maispflanzen mit unseren
synthetischen N-Acyl-glutaminkonjugaten Volicitin (19), N-Linolenoyl-L-glutamin (21)
und N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin (48) keine signifikanten Unterschiede der
Duftproduktion im Vergleich zu mechanischer Verwundung finden.

Auch wenn ihre Wirkung als Elicitoren der Duftstoffbiosynthese umstritten ist,
konnten N-Acyl-L-glutamine dennoch an der Auslésung von Signalkaskaden und

Abwehrreaktionen bei Pflanzen beteiligt sein. Eine japanische Studie aus dem Jahr
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1973 belegt, dass N-Acyl-aminosaurekonjugate einen positiven Effekt auf
Reispflanzen haben und gegen die rice blast disease wirken.[Shida, 1973 #1035]

Als Tenside sind N-Acyl-aminosaurekonjugate in der Lage, die Eigenschaften von
Membranen zu verandern, was zu Potentialanderungen der Membran fuhrt, wodurch
wiederum Signalprozesse ausgeldst werden.

Dieser Gedanke lasst sich durch elektrophysiologische Untersuchungen unter-
mauern. Ein einfacher Test auf membranaktive Verbindungen ist der sog. Black-

(% Dazu misst man Stromfliisse in einer mit einem kleinen

Lipid-Membrane Assay.
Loch verbundenen Doppelkammerklvette. In die beiden Kammern taucht je eine
Elektrode ein. Die Elektroden sind an einen hochempfindlichen Verstarker
angeschlossen. Das Loch wird mit einer Lipidmonoschicht verschlossen. In eine der
Kammern der Kivette appliziert man die zu testende Substanz. Wenn eine aktive
Substanz in die Lipidschicht einbaut, beobachtet man eine Veranderung der
Leitfahigkeit der Membran. Bei lonenkanalbildnern stellt man am Oszilloskop
sogenannte Kanaléffnungsereignisse fest (Abbildung 32). Auflerdem konnte gezeigt
werden, dass lonenkanalbildner als Elicitoren pflanzlicher Abwehrreaktionen
wirken.[°8: 191]

Frisch abgenommenes Regurgitat von Lepidopteren ist im Black-Lipid-Membrane
Assay ebenfalls aktiv.'®? Man beobachtet fiir Kanaléffnungsereignisse typische
Reaktionen (siehe Abbildung 32). Im Regurgitat sind demnach Komponenten
enthalten, die durch Wechselwirkung mit Membranen lonenflisse beeinflussen und

dadurch wohl als Elicitoren wirken.

zum Verstéarker
—
Regurgitat W |H1W
i
T A1 |~ Kivette ﬂ . |h"I W'mrr
Loch mit Lipidfilm K - ww wi |
] 1\. I 10 pA ‘
] ' 1s

o
) Elektrode
\\_

Abbildung 32: Black Lipid Membrane Assay: 2 ul Regurgitat von S. littoralis, Bilayer PC,

Spannung: - 80 mV, Klvettengrofie ca. 1.5 ml



80 3 Ergebnisse und Diskussion: Analyse des Regurgitates von Herbivoren

Weitere elektrophysiologische Untersuchungen an Limabohnenblattern in Zusam-
menarbeit mit Prof. Dr. Massimo Maffei und Simone Bossi (Universitat Turin)
ergaben, dass die Applikation von Volicitin (19) in niedrigen Konzentrationen
Hyperpolarisation (10-20 ppm) und in hoéheren Konzentrationen Depolarisation
(50 ppm) der Blattmembranen zur Folge hat. Mit N-Acyl-aminosaurekonjugaten, aber
auch mit Linolensaure (3) und Glutamin (24), wurde ebenfalls Hyperpolarisation bzw.
Depolarisation in Abhangigkeit von ihrer Konzentration festgestellt. ~Membran-
depolarisation wiederum flhrt zu rascher Signalweiterleitung und I6st so
moglicherweise die Aktivierung pflanzlicher Abwehrmechanismen aus.

Insgesamt betrachtet, kann es sich jedoch bei den N-Acyl-glutaminkonjugaten nicht
um allgemein wirksame Elicitoren pflanzlicher Duftstoffproduktion handeln, da sie nur
bei bestimmten Maisarten und Tabakpflanzen als Elicitoren zu wirken scheinen.
Andere Komponenten aus dem Regurgitat, z. B. Zellwand angreifende Enzyme
spielen bei der Ausldsung der pflanzlichen Duftstoffbiosynthese nach Raupenfrall mit
Sicherheit eine ahnlich wichtige Rolle. So wirken beispielsweise Cellulasen aus dem
Extrakt Cellulysin des Pilzes Trichoderma viride als Elicitoren der Duftstoff-
biosynthese bei der Limabohne.'" Andererseits sorgen Enzyme in den
Salivarsekreten von Herbivoren dafur, dass die Wirkung pflanzlicher Signalmolekule
vermindert wird. Musser et al. konnten klrzlich zeigen, dass durch Enzyme im
Salivarsekret von Helicoverpa zea der Nicotingehalt von induzierten Tabakblattern

reduziert wird.l"”

3.1.10.5 Symbiose — multitrophisches System

Nach den bisherigen Versuchsergebnissen werden N-Acyl-L-glutamine von Darm-
bakterien je nach Substratangebot durch die Raupe synthetisiert. Eine solche
unkonventionelle Arbeitsteilung zwischen Raupe und Mikroorganismus bei der
Synthese einer chemischen Verbindung spricht fir eine enge Symbiose zwischen
Darmbakterien und Raupe. Einerseits konnte die Raupe von den endo-
symbiontischen Darmbakterien profitieren, indem ihr N-Acyl-glutaminkonjugate als
Emulgatoren zur Verfligung stehen, andererseits versorgt die Raupe ihre
Darmbakterien mit Lebensraum und Nahrstoffen. Da im Raupendarm extrem
basische pH-Werte herrschen, stellt dieser mdglicherweise eine Nische fur anpas-
sungsfahige oder spezialisierte Mikroorganismen dar. N-Acyl-L-glutaminkonjugate

sind zumindest bei einigen Pflanzen als Elicitoren der Duftstoffbiosynthese
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wirksam.®%% 71 Die Darmbakterien ,verraten“ daher auf indirekte Weise die Raupe
an Fralfeinde, wie z. B. Schlupfwespen, die von induzierten Duftstoffen angelockt
werden.

Bisher hat man zumeist ein sog. tritrophisches System verwendet,'® um
Wechselbeziehungen zwischen einem Herbivor, Predator und einer Futterpflanze zu
beschreiben: Ein Herbivor, z. B. eine Raupe, frisst an einer Pflanze. Die Pflanze
reagiert darauf mit Abwehrreaktionen, unter anderem mit der Produktion von
Duftstoffen. Die Duftwolke, der ,Hilferuf der Pflanze®, lockt dann Predatoren an, die
die Raupe vernichten oder schadigen (siehe Schema 28).

Fral3
Herbivor » Pflanze

Fral3

Acylglutamine Duftstoffe

Acylglutamine

Mikro- als Elicitor Predator

organismen

Schema 28: Multitrophische Wechselwirkungen: Herbivor (Raupe), Pflanze, Predator

(FraBfeind), Mikroorganismen

Darmbakterien der Raupe werden sicherlich noch weit vielfaltigere Bedeutung fur die
Raupe haben. So ist von Mikroorganismen gut bekannt, dass sie Uber hdchst
effiziente Detoxifizierungsmechanismen verfiigen.l'® Eine polyphage Raupe kénnte
sich dieses Potential ihrer Darmbakterien zu Nutze machen, um der Wirkung
pflanzlicher Toxine zu begegnen. Andererseits konkurrieren Mikroorganismen im
Darm um Lebensraum und Néahrstoffe durch Produktion von Giftstoffen, die auch die
Raupe schadigen konnten.

Bei genauerem Hinsehen stellt sich die Natur viel komplexer und vielfaltiger dar, als
dass diese Zusammenhange durch ein tritrophisches System beschrieben werden
konnten. Die Wechselbeziehungen zwischen Futterpflanze, Herbivor und Predator
sind daher auf im Darm der Herbivoren lebende Mikroorganismen auszudehnen, wie

dies in Schema 28 dargestellt ist.
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Ein vergleichbar komplexes System ist die bei weitem besser verstandene
mutualistische Symbiose zwischen Ameisen (Acromyrmex und Atta) und einem Pilz
aus der Familie der Lepiotaceae: Die Ameisen kultivieren Pilzgarten, von denen sie
sich erndhren. Erst kirzlich konnten Currie et al. zeigen, dass auch hier
Mikroorganismen eine wichtige Rolle spielen. So droht dem Pilz Gefahr durch einen
parasitischen pathogenen Pilzbefall der Art Escovopsis.'®® Um ihren Pilz zu
schitzen, tragen die Ameisen an ihrem Unterkdrper Streptomyceten. Diese
Bakterien produzieren ein Antibiotikum, das spezifisch gegen Escovopsis, das auf

die Pilzgarten der Ameisen spezialisierte Pathogen, wirkt.!'%!
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3.1.11 Weitere Elicitoren pflanzlicher Abwehrreaktionen

3.1.11.1 Einfluss des pH Wertes von Regurgitat

Im Vorder- und Mitteldarm von Spodoptera und Heliothis virescens Raupen herrscht
ein basischer pH von etwa 10.['""! Bei der Nahrungsaufnahme kommt Regurgitat der
Raupen mit der Frastelle an der Pflanzenoberflache in Kontakt. Die Verwundungs-
stelle ist daher auch den extrem basischen Bedingungen ausgesetzt. Starke
Schwankungen im pH konnten dazu flUhren, dass lonenhaushalte gestort oder
Membranlipide durch Hydrolyse zerstort werden, was Signalprozesse auslost. Somit
konnte der basische pH des Raupendarms moglicherweise an der Auslosung
pflanzlicher Verteidigungsreaktionen wie der Produktion von Duftstoffen beteiligt
sein.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden abgeschnittene Limabohnen mit
1-5 %-igen NaOH- bzw. KOH-L&sungen inkubiert und auf die Bildung von Duftstoffen
untersucht. Es zeigte sich, dass die Bohnenpflanzen auf die Applikation von Basen
mit der Bildung von Duftstoffen reagieren (siehe Abbildung 33 und Abbildung 34).
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Abbildung 33: Gaschromatogramm? der fllichtigen Verbindungen, die von einer Limabohne

nach 24-stindiger Inkubationzeit mit 3 %-iger NaOH-Losung abgegeben
werden

? Sammlung der Duftstoffe durch ,closed loop stripping“ an Kohlefilter;*®! GC-MS Bedingungen:
Alltech EC5, 15 m x 025 mm, 0.25 pm, Tragergas: Helium, Flussrate: 3 ml/min,

Temperaturprogramm: 50 °C 2 min, 10°C/min 200°C, 30 °C/min 280 °C 1 min; Injektortemperatur 220
°C; Split: 1:10

t/min
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Abbildung 34: Produktion von Hexenylacetat (16), Linalool (10), Ocimen (9), DMNT (11),
MeSA (13) und TMNT (12) abgeschnittener Limabohnenpflanzen nach
Inkubation mit NaOH, KOH und NaCl-Lésungen und Vergleich zu Duftstoff-
produktion der Limabohne nach Frall von S. frugiperda und S. littoralis

Larven®

Das Gaschromatogramm der Duftstoffe wird von den Homoterpenen DMNT (11) und
TMTT (12) sowie von Methylsalicylat (13) dominiert. Man findet jedoch auch weitere
fur das Duftspektrum der Limabohne nach Raupenfrald typische Verbindungen wie
Hexenylacetat (16) und Linalool (10).

Bei Inkubation der Limabohne mit einer NaCl-Lésung (20 mg/ml) wurde seltener und
in geringerem Ausmal die Bildung fliichtiger Stoffe induziert. Dies kann als ein
Hinweis gedeutet werden, dass der basische pH mehr, als der durch Natrium- oder

Kaliumionen ausgeldste Salzstress!'?® "% die Duftstoffbiosynthese induziert.

® Da teilweise starke Schwankungen bei den Versuchen auftreten und fiir eine statistische

Auswertung die Datenmenge zu klein ist, sind die individuellen Versuche aufgetragen.
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Elektophysiologische Versuche mit Mes (88) - und Tris (89) -Pufferldsungen (50 mM)
(siehe Schema 29) bei pH 6, 7, 8, 9, 10 und 11 durch Simone Bossi ergaben, dass
eine Anderung des pH-Wertes bei pH 8 bis 9 Membrandepolarisation auslést und

anschlie3end bei pH 10 Hyperpolarisation eintritt.

NH,

SOzH
o/ \N_/_ 3 :%ﬁ/
_/ 89

88 HO

Schema 29: Strukturen von N-(2-Morpholino)-ethansulfonsaure (88) (Mes) und ftris-

Hydroxymethyl-aminomethan (89) (Tris)

Erste parallele Versuche zur Duftemission, die durch Pufferlésungen bei der
Limabohne ausgelOst wird, zeigen, dass sowohl Mes- als auch Tris-Puffer bei der
Limabohne die Freisetzung der beiden Homoterpene DMNT (11), TMTT (12) und
von Methylsalicylat (13) induzieren. Neben einem Einfluss des pH Wertes auf die
Bildung von Duftstoffen wurde auch untersucht, ob sich eine Abhangigkeit von der
Pufferkonzentration beobachten laft.

Im Falle des Mes-Puffers (88) wurde keine deutliche pH-Abhangigkeit der Induktion
der Duftstoffbiosynthese festgestellt. AufRerdem wurden nach Applikation
verschiedener Konzentrationen (5 mM und 50 mM) von den untersuchten Lima-
bohnen vergleichbare Mengen an DMNT (11), TMTT (12) und Methylsalicylat (13)
gebildet (siehe Abbildung 35).

Bei den Versuchen mit Tris-Puffer hingegen findet man bei niedriger Puffer-
konzentration (5 mM) nur geringe Mengen an Duftstoffen. Beim 5 mM Tris-Puffer
beobachtete man bei pH 11 ein Maximum der Duftstoffproduktion. Dagegen findet
man bei 50 mM Tris-Puffer Konzentration bei allen untersuchten pH-Werten (pH = 6,
7, 9, 11) sehr hohe Mengen an DMNT (11), TMTT (12) und Methylsalicylat (13)
(siehe Abbildung 36). Im Vergleich zu der Menge an Duftstoffen, die nach
Raupenfral® von Limabohnen freigesetzt werden, beobachtet man bei den Puffer-
[6sungen mit DMNT(11), TMTT(12) und Methylsalicylat (13) allerdings nur ein
reduziertes Duftspektrum. Es werden jedoch bei hohen Pufferkonzentrationen
wesentlich grolere Mengen dieser Duftstoffe im Vergleich zur Duftproduktion nach

Raupenfral} gebildet.
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Abbildung 35: Duftstoffe nach Inkubation abgeschnittener Limabohnen mit Mes-
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Abbildung 36: Bildung von Duftstoffen nach Inkubation abgeschnittener Limabohnen mit

Tris-Pufferldsungen bei verschiedenen pH-Werten®

Diese Beobachtungen sprechen dafir, dass die pflanzliche Duftstoffbiosynthese
nicht notwendigerweise Uber die Erkennung eines Elicitors durch einen Rezeptor
ausgeldst wird. Vielmehr scheinen Moleklle mit passenden physikalischen Eigen-

schaften - mdglicherweise durch Wechselwirkung mit pflanzlichen Zellmembranen -

®® Da fiir eine statistische Auswertung die Datenmenge zu klein ist, sind die Einzelversuche
aufgetragen.
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an der Ausldsung der Biosynthese von fllichtigen Stoffen als Verteidigungsreaktion
eine wichtige Rolle zu spielen.

Allerdings lagen die bisher verwendeten NaOH und KOH Konzentrationen wohl
deutlich Uber dem pH Bereich im Regurgitat von Raupen. Deswegen wurde auch
eine wesentlich grélRere Menge an Duftstoffen als bei Raupenfra® gefunden. Erste
Versuche mit weniger konzentrierten Basen zeigen, dass dann in weit geringerem
Umfang und weit weniger gut reproduzierbar die Duftstoffbiosynthese bei der
Limabohne induziert wird. In diesem Zusammenhang konnte die Applikationsweise in
den gezeigten Versuchen Uber den Transpirationsstrom oder direkt in verletzte

Zellen des Blattes von groRRer Bedeutung sein.

3.1.11.2 Einfluss des BHI-Mediums auf die Duftstoffproduktion

26 Mikroorganismen konnten aus dem Vorderdarm von S. exigua Larven isoliert und
bestimmt werden (siehe Tabelle 3 und Tabelle 4). Regurgitat enthalt membranaktive
Verbindungen (siehe 3.1.10.4). Unter anderem werden von Mikroorganismen
lonophore produziert, die ahnlich wie Alamethicin®®® aus Trichoderma viride, die
Duftstoffbiosynthese bei Pflanzen induzieren konnten. Daher stellt sich die Frage, ob
Mikroorganismen aus dem Raupendarm in der Lage sind, bei der Limabohne die
Biosynthese von Duftstoffen auszuldsen.

Erste Versuche zur Klarung dieser Frage ergaben, dass das zur Aufzucht der
Organismen verwendete BHI-Medium bei der Limabohne Duftstoffproduktion
induziert. BHI-Medium ist ein Komplexmedium, das aus Rinderherz und Rinderhirn
gewonnen wird. Die Duft auslésende Komponente ist stabil beim Autoklavieren.
Nach Inkubation einer Limabohne fur 1 d mit BHI-Medium erhdlt man ein
Duftspektrum, das dem nach Applikation des lonophoren Alamethicin®®® dhnlich ist.
Um den Einfluss von Mikroorganismen auf die Induktion der Biosynthese von
Duftstoffen bei Pflanzen untersuchen zu kénnen, misste daher ein Minimalmedium

eingesetzt werden, das nicht selbst die Duftstoffsynthese induziert.
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3.2 8-Hydroxy-2-chinolincarbonsaure, ein Alkaloid im

Regurgitat von Spodoptera Larven

Bei der Analyse von LC-MS Chromatogrammen von Regurgitat von Lepidopteren
beobachtete ich kurz vor Elution des Volicitins bei 19.3 min einen weiteren Peak, der
sich durch eine intensive UV Absorption bei 258 nm auszeichnete. Als [M+H]*-lon
konnte fur diese Verbindung (90) ein lon m/z = 190 erkannt werden. Ein intensives
lon bei m/z = 162, das den Verlust von 28 amu anzeigt, spricht fur die Gegenwart
einer Carbonylgruppe. Nach Sammeln der Verbindung und Derivatisierung mit
CH3N; erhielt man im GC-MS ein Spektrum mit m/z = 203 als Molekdulion, wie nach
Methylierung einer Carboxylgruppe zu erwarten war. Das ungeradzahlige Molekulion
m/z = 203 zeigt die Gegenwart eines Stickstoffatoms im Molekil an. Der Verlust
eines 32 amu schweren Fragmentes (MeOH) fihrt zum lon m/z = 171. Das Basision
m/z = 143 wird durch den folgenden Verlust von CO gebildet. Das Auftreten dieser
lonen bestatigt das Vorliegen eines Methylesters. Das Basision m/z = 143 zerfallt
weiter unter Verlust eines CO-Molekils (28 amu) und offensichtlich eines CN-
Radikals.
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Abbildung 37: El-Massenspektrum des Methylesters von 8-Hydroxy-2-chinolincarbonsaure
(90)

Als mdgliche Summenformel fur den Methylester der Verbindung 90 wurde
C11H9NO3 ermittelt. Demnach sollte die Verbindung acht Doppelbindungsaquivalente

besitzen. Aus dem Massenspektrum und dem UV Spektrum Iasst sich schlief3en,
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dass die ursprungliche Saure ein Heterocyclus mit einer Carboxylgruppe und einem
Sauerstoffsubstituenten ist. Aufgrund dieser Daten wurde nach Vergleichsspektren
von Indol-, Chinolin- und Isochinolinderivaten gesucht.[290-2%%!

Der Vergleich der Peakintensitaten mit Referenzspektren ergab, dass das Massen-
spektrum am besten mit 8-Hydroxy-2-chinolincarbonsauremethylester uberein-
stimmte. Die Aufnahme eines Massenspektrums sowie Retentionszeitvergleich einer
methylierten kauflichen 8-Hydroxy-2-chinolincarbonsaure (90) bestéatigte diese

Hypothese.

X
_ 920
N

OH OH

Schema 30: Struktur von 8-Hydroxychinolin-2-carbonsdure (90) aus dem Regurgitat von

Lepidoptera Larven

8-Hydroxy-2-chinolincarbonsaure (90) (siehe Schema 30) wurde bereits 1969 von
Schildknecht et al. aus dem Wehrsekret von Schwimmkafern (llybius fenestratus)
isoliert.?®® Das verwandte 8-Hydroxychinolin ist ein ausgezeichneter Chelator fiir
bivalente lonen.”® Deshalb wird die Verbindung zur quantitativen Analyse beispiels-
weise von Mg®-lonen eingesetzt. Mdglicherweise spielen diese Komplex-
bildungseigenschaften von 8-Hydroxychinolin-2-carbonsaure (90) eine Rolle bei der
Interaktion von Raupen mit ihren Futterpflanzen. So kdnnten beim Raupenfral®
lonen, die als Signale wirken,[36] komplexiert werden, wodurch Signalprozesse
gestort wirden. Auflerdem wirkt 8-Hydroxychinolin moderat Lipidperoxidations-
prozessen entgegen, indem es freie Metallionen komplexiert, was an Reispflanzen

2031 Daneben weist 8-Hydroxychinolin antibakterielle Wirkung

gezeigt werden konnte.
auf.?®® Es wurde frither zur Bekdmpfung von Halsschmerzen verwendet. Ahnliche
Eigenschaften sind wohl auch von 8-Hydroxychinolin-2-carbonsaure (90) zu

erwarten.
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3.3 Bildung von Aminosaurekonjugaten beim Riech-

prozess des Seidenspinners (Bombyx mori)

Abbildung 38: Mannlicher Seidenspinner (Bombyx mori) mit den auffalligen grof3en
Antennen, die der Pheromon- und Geruchswahrnehmung dienen. (Foto:
Dr. Steinbrecht)

3.3.1 Signalprozesse bei der Geruchswahrnehmung

Die Wahrnehmung und Prozessierung von Signalen aus der Umgebung ist fur alle
Lebewesen essentiell. Insekten kommunizieren in erster Linie durch chemische
Signalstoffe, beispielsweise mit Hilfe von Pheromonen (Sexuallockstoffen). Bereits in
den letzten Jahrhunderten faszinierte Forscher, dass mannliche Falter ein lockendes
Weibchen (iber groRe Entfernungen wahrnehmen und finden kénnen.?"2%! Man
glaubte damals, dass die Weibchen Infrarotstrahlung aussenden, die die Mannchen
mit ihren groRen Antennen empfangen (siehe Abbildung 38). In den 30er Jahren des
letzten Jahrhunderts zeichnete sich immer mehr ab, dass diese Theorie unhaltbar ist,
da Extrakte von weiblichen Faltern ebenfalls anziehend auf mannliche Falter wirken
(siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39: Als Bioassay zur Isolierung von Bombykol wurde die Reaktion mannlicher

Falter auf Fraktionen des weiblichen Driisenextraktes untersucht

1959 gelang Butenandt nach etwa 20jahriger Forschung erstmals die Isolierung und
Identifizierung eines Insektenpheromons, des Bombykols (91) [(10E,12Z7)-10,12-
Hexadecadien-1-ol] aus Seidenspinnern (Bombyx mori) (Abbildung 38 und Schema
31).[2101

| 91
Z OH

Schema 31: Bombykol [(10E,122)-10,12-Hexadecadien-1-ol] (91), Pheromon des Seiden-

spinners (Bombyx mori).

Bis heute wurden mehr als 1600 weitere Pheromone isoliert?'" und synthetisiert.
Solche Verbindungen werden teilweise kommerziell hergestellt und in Fallen zur
Bestandskontrolle von Schadlingen?'? eingesetzt.

Bereits vor der endgultigen Strukturaufklarung des Bombykols (91) beschaftigte man
sich intensiv mit der Funktion und Morphologie der gro3en Antennen der Bombyx
mori Mannchen, die “Empfanger” des Bombykols (91) sind.?' 'Y Eine Antenne
besteht aus vielen Verastelungen, die wiederum dicht mit Mikroharchen (Sensilla)
besetzt sind.?' Durch Rasterelektronenmikroskopie wurde die Morphologie der

Antennen im Detail untersucht (Abbildung 40).2"5%'"]
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Abbildung 40: Ausschnitt eines Antennenharchens von B. mori I, das mit Sensillumharchen
Il dicht besetzt ist. Sensillumharchen Il weisen Poren (P) auf (siehe Pfeile),
durch die Duftmolekile aufgenommen werden. Im Querschnitt lll erkennt
man zwei Dendriten (D), an denen Duftstoffe durch Rezeptoren wahr-

genommen werden. (Fotos: Dr. Steinbrecht)

Ein Sensillumharchen weist viele Poren auf. Im Inneren findet man umgeben von
Sensillumlymphflissigkeit Dendriten (Nervenenden), die Reize an das Gehirn weiter-
leiten. Die elektrische Reizleitung von Antennen wird studiert, indem man die
Antennen abschneidet und mit einem elektrischen Verstarker verbindet (Elektro-
antennographie).?'® 28 Setzt man solche Antennen einem Reiz aus, z. B. durch das
Pheromon Bombykol (91), so reagieren sie mit Stromimpulsen. Die Wahrnehmung
der Antennen ist hochempfindlich. Schon einzelne Molekile Bombykol (91) werden
registriert.??]

Der molekulare Mechanismus der Wahrnehmung von Bombykol (91) durch die
Antennen wird intensiv untersucht.?'”- 229223 Bombykol (91) tritt durch die Poren der
Sensillumharchen in deren Inneres ein und wird von einem Pheromone Binding
Protein (PBP) aufgenommen.??*??®l Auf diese Weise - verpackt in ein wasser-
I6sliches Protein - wird es mdglich, dass Bombykol (91) in der wassrigen Sensillum-
lymphflissigkeit in hohen Konzentrationen (Ublicherweise 10 mM) vorkommen kann.
Das PBP dient als Shuttle fir den Transfer von Bombykol durch die Sensillum-
lymphflissigkeit zum Rezeptor von Bombykol auf den Dendriten. Dort wird Bombykol
(91) durch pH induzierte Offnung des PBP entlassen und interagiert mit dem

Rezeptor.[227-2%]
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Neben hoher Sensivitat und Selektivitat ist fur die Reizverarbeitung entscheidend,
dass bereits registrierte Pheromonmolekile rasch abgebaut werden, damit der
Rezeptor fir neue Molekile “empfangsbereit bleibt. So wird Bombykol (91) durch
Enzyme zur Saure oxidiert.”*® 2" Auch andere Desaktivierungsprozesse sind
moglich: Das Pheromon von Antheraea polyphemus (6E,112)-6,11-Hexadecadienyl-

acetat wird z. B. durch Hydrolyse inaktiviert.*%

3.3.2 Wahrnehmung von Benzoesaure durch B. mori

Neben der Wahrnehmung des Pheromons Bombykol (91) reagiert das olfaktorische
System von B. mori auch auf weitere Reize. Eines der beiden sensorischen
Neuronen des Sensillum trichodeum ist aul3erst empfindlich fir Benzoesaure (92),
wie sich beim Screening nach wirksamen Duftstoffen herausstelite.?** 234 Daneben
beobachtet man - wenn auch deutlich geringer - eine Aktivitat in Gegenwart von
2,6-Dimethyl-5-hepten-2-ol und Linalool (10). AuBerdem wurde festgestellt, dass die
Nervenzelle durch Mekonium, einem Ausscheidungsprodukt frisch geschllpfter
Motten, erregt wird.”** Dennoch konnte (ber die Funktion dieser geruchs-
empfindlichen “Benzoesaure-Zelle” nur spekuliert werden. Unter anderem wurde
vermutet, dass sie zur Lokalisation geeigneter Eiablageplatze dient.[**

Um die physiologischen Prozesse bei B. mori Faltern auf Benzoesaure (92) besser
zu verstehen, sollten Antennen von B. mori mit markierter Benzoesaure (92)
inkubiert und auf mdgliche Metaboliten untersucht werden. Radioaktiv markierte
Benzoesaure (92) wurde von einem Filterpapier auf frisch abgeschnittene Antennen
geblasen. Etwa 7 % der radioaktiv markierten Benzoesdure (92) wurde an die
Antennen adsorbiert. Im Luftstrom wurde nach 5 min etwa 30 % der adsorbierten
Benzoesaure (92) wieder desorbiert. Die restlichen 70 % Benzoesaure (92) blieben
an den Antennen haften. Dunnschichtchromatogramme von Extrakten der radio-
aktiver Benzoesaure (92) ausgesetzten Antennen zeigten neben Benzoesaure (92)
einen zusatzlichen radioaktiven Fleck und somit das Vorhandensein eines

Metaboliten der Benzoesaure (92).%°!
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3.3.3 Identifikation des Benzoesauremetaboliten

Zur Aufkldrung der Struktur des Metaboliten wurde Benzoesdure (92) bzw. [*Hs]-
Benzoesaure ([*Hs]-92) mit frisch abgeschnittenen Antennen von B. mori 30 min
inkubiert. Nach Extraktion mit Chloroform wurden die Proben im Argonstrom
aufkonzentriert, methyliert und per GC-MS untersucht. Um mdgliche Metabolite der
Benzoesaure (92) finden zu kdnnen, wurden die lonenspuren des Benzoylkations
m/z = 105 und die des um 5 Masseneinheiten schwereren [?Hs]-Benzoylkations m/z
= 110 untersucht. Im GC wurde sowohl nach Benzoesaurebehandlung (92) als auch
nach Inkubation mit [2H5]-Benzoeséure ([2H5]-92) nur ein intensiver Peak in den
lonenspuren des Benzoylkations bei m/z = 105 bzw. des [2H5]-Benzoylkations bei
m/z = 110 gefunden (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: Gaschromatogramm® der lonenspuren m/z 105 und m/z 110 der Extrakte
nach Inkubation von B. mori Antennen mit Benzoeséure (92) bzw. [*Hs]-

Benzoesaure ([?Hs]-92) und anschlieRender Methylierung

° Alltech EC5 GC-Saule (15 m x 0.25 mm, 0.25 ym, Tragergas Helium, Flussrate 1 ml/min)
Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C min-1 bis 100 °C, mit 5 °C min-1 bis 300 °C, 5 min isotherm 300
°C, Injektortemperatur: 280 °C, splitless Modus.
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Abbildung 42: El-Massenspektren (70 eV) von N-Benzoyl-2-aminoacrylsauremethylester
(93) (oben) und [*Hs]-N-Benzoyl-2-aminoacrylsduremethylester ([*Hs]-93)
(unten), isoliert aus B. mori Antennenextrakten nach Inkubation mit

Benzoesaure (92) bzw. [*Hs]-Benzoesdure ([?Hs]-92) und anschlieRender

Methylierung

Die Identifizierung des unbekannten Metaboliten (93) wurde erleichtert durch die
beiden komplementaren Spektren, bei denen sich die lonen jeweils um 5 Massen-
einheiten voneinander unterschieden (siehe Abbildung 42). Fur die unmarkierte
Verbindung 93 wurden die lonen m/z = 77, 105, 146, 173 und 205 beobachtet, fur die
markierte Verbindung [2H5]-93 m/z = 82, 110, 151, 178 und 210. Die Differenz vom
schwersten beobachteten lon m/z = 205 im Massenspektrum der nichtmarkierten
Verbindung zum nachstschwereren lon (m/z = 173) entspricht einem Verlust von 32
amu (CH3OH). Die Differenz von m/z = 205 zu m/z = 146 betragt 59 amu, was einer
Carbomethoxygruppe entspricht. Nimmt man an, dass m/z = 205 das Molekdlion ist,
so muss die Verbindung 93 wegen der ungeraden Massenzahl Stickstoff enthalten.
Aulerdem kann das Vorhandensein des Benzoylrestes vorausgesetzt werden.
Durch GC-HR-MS Messungen konnte die Summenformel des lons m/z = 205 als
C11H11NO3 ermittelt werden. Nach Subtraktion der bekannten Strukturteile Benzoyl-

(105 amu), Carbomethoxygruppe (59 amu) und Stickstoff (14 amu) bleibt ein Rest
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von 27 amu, der CyH; entspricht. Es gibt prinzipiell drei Moglichkeiten, diese
Teilstrukturen zu einem Moleklil zusammenzufugen: 3-Benzoyl-aziridin-2-
carbonsauremethylester, 2-Benzoylamino-acrylsduremethylester und 3-Benzoyl-
amino-acrylsauremethylester. Berlcksichtigt man allerdings die Herkunft der
Verbindung, so erscheint das Vorliegen eines 2-Benzoylamino-acrylsaure-
methylesters (93), der durch thermische Eliminierung von Wasser aus N-Benzoyl-
serinmethylester (94) entstanden sein konnte (Abbildung 42), am wabhr-
scheinlichsten, zumal in einigen Proben bei der GC-MS Analyse der N-Benzoyl-
serinmethylester (94) nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 41).

Um herauszufinden, ob 2-Benzoylamino-acrylsduremethylester (93) wirklich als
Artefakt im heilen Einlasssystem des Gaschromatographen aus N-Benzoyl-
serinmethylester (94) gebildet wird, wurde eine Probe des Inkubationsversuchs von

B. mori Antennen mit Benzoesaure (92) direkt per LC-MS untersucht.
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Abbildung 43: APCI-Massenspektrum von N-Benzoylserin (95) nach Applikation von

Benzoesaure (92) an frisch abgeschnittene B. mori Antennen

Man erhielt im APCIl-Massenspektrum nur einen Peak mit dem charakteristischen
Benzoylfragment (m/z = 105; siehe Abbildung 43). Ein intensives [M+H]" lon bei m/z
= 210 und Koelution mit synthetischem N-Benzoylserin (95) beweisen zweifelsfrei,

dass N-Benzoylserin der gesuchte Metabolit ist.!>*°!
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3.3.4 Dient die Konjugation zur Desaktivierung von
Signalstoffen?

Die von den Antennen von B. mori adsorbierten Benzoesauremolekule (92) werden
von Enzymen der Antennen zu Serinkonjugaten metabolisiert. Konjugation ist haufig
ein Prozess, der zur Inaktivierung bzw. zur Ausscheidung verwendet wird. So
werden bei Mensch und Saugetieren aromatische Verbindungen als Glycinkonjugate
(Hippursaure) ausgeschieden.”®® B. mori Larven bilden ebenfalls Glycinkonjugate,
um Benzoeséure (92) auszuscheiden.”®*! Deshalb liegt es nahe anzunehmen, dass
die Bildung von N-Benzoylserin (95) zur Desaktivierung der Benzoesaure (92) dient.
Dafir spricht auch, dass es sich um eine schnelle Reaktion handelt. Bei
Invertebraten wurde neben oxidativer Inaktivierung®?®® von Duftstoffen Konjugation
durch UDP-Glucuronosyltransferasen®® und Glutathion-S-transferasen!'®®! be-
obachtet. Interessant ware es zu untersuchen, ob auch Bombykol (91) nach
Oxidation®** 2" mit Serin konjugiert werden kann.

Wie im Hauptteil dieser Doktorarbeit beschrieben, werden Konjugate von Fettsauren
und Glutamin (24) im Darm vieler Invertebraten durch Mikroorganismen gebildet.!"’!
Daher stellt sich die Frage, ob Mikroorganismen auf den Antennen von B. mori
Benzoesaure (92) zu N-Benzoylserin (95) konjugieren. Dies ist jedoch unwahr-
scheinlich, da man bei Kontrollversuchen mit Beinen und Fligeln von B. mori keine

Umsetzung der Benzoesaure (92) beobachtete.?*
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3.4 Untersuchungen zur Biosynthese von Geosmin

3.4.1 Vorkommen und Bedeutung von Geosmin

Geosmin (96) (-)-(4S,4aS,8aR)-(4,8a-Dimethyl-octahydro-naphthalin-4a-ol) ist ein
verbreiteter Duftstoff mit charakteristischer feuchterdiger Duftnote, die an frisch
umgegrabene Erde erinnert (sieche Schema 32). Geosmin (96) wurde erstmals aus
dem Kulturmedium von Actinomyceten isoliert.?**?l Es wird, wie spatere Unter-
suchungen zeigten, von vielen Organismen wie Cyanobakterien,?**! Pilzen, 244241
Moosen*" und einigen Kakteen'®*®! gebildet. Wegen seiner duRerst niedrigen Wahr-
nehmungsgrenze von ca. 10 ng/l ist die Entfernung von Geosmin (96) aus
verschmutztem Wasser schwierig und daher ein Problem bei der Trinkwasser-

aufbereitung.?****'1 Andererseits wird Geosmin (96) als Aromakomponente bei roten

Riben (Beta vulgaris),”* Bohnen®® und Wein®*¥ geschatzt.

(-)-Geosmin 96 (+)-Dehydrogeosmin 97
Schema 32: Strukturen von Geosmin (96) und Dehydrogeosmin (97)

Obwohl die Struktur von Geosmin (96) bereits 1969 von Gerber et al. aufgeklart
wurde,**? ist bisher nur wenig iiber seine Biogenese bekannt. Bentley et al. konnten
durch Futterungsexperimente mit radioaktiv markiertem Acetat an Streptomyces
antibioticus zeigen, dass Geosmin (96) aus dem Terpenstoffwechsel stammt.?>®!

Das dem Geosmin (96) strukturell verwandte Dehydrogeosmin (97) (siehe Schema
32) findet man als Hauptkomponente in Blitenduftstoffen von Kakteenarten wie
Rebutia, Sulcorebutia, Mammillaria, und Dolichothele.**® Manchmal werden im
Blutenduft von Kakteen neben Dehydrogeosmin (97) auch Spuren von Geosmin (96)
nachgewiesen. Auf Grund dieser Beobachtung und der sehr ahnlichen Strukturen
beider Molekile sollte man einen weitgehend gemeinsamen Biogeneseweg beider
Verbindungen erwarten. Die Biosynthese von Dehydrogeosmin (97) wurde von Feng
et al'®® durch Futterungsexperimente deuterierter Farnesole an Kakteenbliiten der

Art Rebutia marsoneri studiert. Danach muss Dehydrogeosmin (97) als ein
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Trinorsesquiterpen angesehen werden, das durch Bicyclisierung aus Farnesyl-
diphosphat (98) entsteht. Aus der Verteilung der Deuteriummarkierungen im
Dehydrogeosmin (97) konnte die Biosynthese abgeleitet werden. Durch elektrophilen
Angriff des Farnesylkations (98) an die terminale Doppelbindung entsteht ein
germacradienartiger Zehnringmonocyclus 99. Die exocyclische C-3-Seitenkette wird
oxidativ unter Ausbildung einer Doppelbindung zur Verbindung 100 entfernt.
Protonierung an C-8 und nachfolgender transannularer Ringschluss fuhrt zum
bicyclischen tertiaren Kation 101. Dieses Kation stabilisiert sich durch suprafaciale
1,2-Hydrid Wanderung zu 102. Durch Anlagerung von Wasser an das stabilisierte

Kation entsteht schlieRlich Dehydrogeosmin (97) (siehe Schema 33).12°°!

—
—
OH
100
99
98 l
A B
Dehydrogeosmin 97 = 102 - - B

Schema 33: Biosynthese von Dehydrogeosmin (97)

Im Gegensatz zum ausgezeichneten Einbau von deuterierten Farnesolen in
Dehydrogeosmin (97) bei Kakteenbliiten,”® waren alle Versuche, die Geosmin-
biosynthese mit Farnesolvorstufen in Bakterien (Streptomyces) zu studieren,
erfolglos, da kein Einbau erfolgte.®®”! Ein Grund dafiir scheint zu sein, dass Farnesol
in den verwendeten Konzentrationen fur die Mikroorganismen toxisch ist, da nach
seiner Applikation stark reduziertes Wachstum der Bakterien zu beobachten war.

Um die Biogenese von Geosmin (96) dennoch studieren zu kénnen, sollten markierte
frihe Vorstufen des Terpenstoffwechsels verfuttert werden. Terpene kdnnen in zwei
Stoffwechselwegen aufgebaut werden: Uber den MVA-Weg (mevalonic acid) mit

Mevalonat®®2%% a|s Vorstufe von Isopentenylpyrophosphat (103) und Gber den
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MEP-Weg (Methylerythritolphosphat) mit Deoxy-D-xylulose (104)%°1-%%4 a|s Vorstufe
von Isopentenylpyrophosphat (103). Bryophyten wie Fossombronia pusilla ver-
wenden firr die Synthese von Sesquiterpenen den klassischen Mevalonat-Weg.?%®,
266, 2671 Bej Bakterien wie Streptomyces,?®®?"% aber auch bei Lebermoosen,?’" hat
man wahrend der Wachstumsphase flr die Biogenese von manchen Terpenen eine
Beteiligung beider Stoffwechselwege beobachtet.

Zum Vergleich der Biogenese von Geosmin (96) wurden markierte Vorstufen der
beiden Terpensynthesewege an Streptomyces sp. JP95, ,Streptomyces maritimus“®

und an das Lebermoos F. pusilla verfuttert.

3.4.2 Studium der Biosynthese von Geosmin

3.4.2.1 \Verfiitterung markierter Vorstufen an Streptomyces spp. und
Fossombronia pusilla

Trotz der Verwendung unterschiedlicher Quellen fir seine Biosynthese hat Geosmin
(96) von Streptomyces spp. und F. pusilla die gleiche Stereochemie. Die
gaschromatographische Analyse von Geosmin (96) an einer chiralen B-Cyclodextrin
Kapillarsaule®® 2®! unter Verwendung synthetischer Referenzverbindungen??”¥
ergab, dass Geosmin (96) von Fossombronia pusilla und Streptomyces spp.
isomerenrein (-)-konfiguriert ist. Bei GC-MS Analysen von Streptomyces sp. JP95,
LStreptomyces maritimus® und Fossombronia pusilla konnte Dehydrogeosmin (97)
nicht nachgewiesen werden.

Als markierte Vorstufen wurden [4,4,6,6,6-°Hs]-Mevalolacton ([*Hs]-MVA) ([*Hs]-
105)1%%21 [2,2-?H,]-Mevalolacton ([PHz2]-MVA) ([*H2]-105) und [5,5-?Hy]-Desoxy-D-
xylulose ([*Hz]-DOX) ([?H2]-104)?"® an Streptomyces sp. JP95, ,Streptomyces
maritimus® und Fossombronia pusilla verfittert.®® Samtliche Verbindungen wurden

von Dr. Andreas Jux synthetisiert.!"®!

% Die Anfilhrungszeichen werden benutzt, da Streptomyces maritimus noch keine offizielle
Bezeichnung ist.
¢ Zur leichteren Lesbarkeit wird im Folgenden auf die Angabe der Position der Deuteriumatome von

deuteriertem Mevalolacton und markierter Desoxy-D-xylulose verzichtet.
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Die fluchtigen Verbindungen wurden nach einer Inkubationszeit von ein bis zwei

Tagen entweder per SPME?7® 277] «[278]

oder durch ,closed loop stripping gesammelt
und per GC-MS analysiert.

Bei den Streptomyceten wurde ein ausgezeichneter Einbau von [?H2]-DOX ([*H.]-
104) in Geosmin (96) festgestellt. Das Lebermoos hingegen verwendet fast
ausschlieBlich Terpenbausteine aus dem Mevalonatweg fur die Geosminbiosynthese

(siehe Schema 34)."°

Fossombronia pusilla
HO CDj

C C OPP
D2CI:\ )\‘/\ D D
o ICD [°H2]-FDP
[2Hs]-MVA [2H,]-DMAPP )\CDS [*Hq,]-98
[*Hs]-105 [*H,]-103
S )\/\ J\/\
D,C x C X OPP
CD, D2
—> 2
D,HC | [Hg]-FDP

2
[PHal-MVA [°Hl-DMAPP D,HC ['He]-98
(Hz1-105 [Ha-103 MVA-Weg
Streptomyces spp.
c c
"o D \ N""opp
—_— 2 JE—
o > )\/ c —>  DC
W ~\__~OH OPP CHe-FDP
HO' 8 [2H,]-DMAPP
: [He]-98
[2H,]-DOX PH1103
MEP-Weg
[*H,]-104

Schema 34: Bildung deuterierter Farnesylpyrophosphate (98) durch Verfutterung markierter

Terpenvorstufen

Bemerkenswerterweise wurde bei den Futterungsexperimenten immer ein kompletter
Einbau von 3 markierten Isopreneinheiten in Farnesylpyrophosphat (98) beobachtet.

Farnesylpyrophosphate (98) mit nur einer oder zwei markierten C-5-Einheiten
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wurden nicht gebildet. So erhalt man beispielsweise nach Verfiitterung von 2 mg ml™
[’H,]-DOX an Streptomyces sp. JP95 zwei teilweise Uberlappende Peaks im
Gaschromatogramm von [*Hs]-Geosmin ([?Hs]-96) (27%) und unmarkiertem
natlirlichen Geosmin (96). Bei Applikation einer héheren Dosis von [?Hz]-DOX ([*H.]-

104) findet man beinahe nur markiertes Geosmin ([?Hs]-96).

3.4.2.2 Massenspektroskopische Untersuchungen zur Biogenese von
Geosmin
Das Massenspektrum von Geosmin (96) (siehe Abbildung 44) ist durch zwei
intensive geradzahlige Bruchsticke gepragt [m/z = 126 und m/z = 112 (Basispeak)],
die zur Interpretation des Einbaumusters der deuterierten Vorstufen in Geosmin (96)
wertvolle Informationen liefern. Daneben beobachtet man ein wenig intensives
Molekdlion bei m/z = 182. Durch Verlust einer Methylgruppe entsteht daraus ein lon
m/z = 167. Anschlie3ende Eliminierung von Wasser ergibt das lon m/z = 149.
Der Basispeak bei m/z = 112 entsteht durch Spaltung des A-Ringes, Wasserstoff-
Ubertragung vom protonierten Oxoniumion zum Radikal und nachfolgende
McLafferty Umlagerung, wobei Penten als Neutralteil verloren wird (siehe Schema
35). Da bei der Spaltung des A-Ringes ein stabiles sekundares Radikal gebildet wird,
ist diese Zerfallsreaktion gegenuber der Fragmentierung unter Spaltung des B-
Ringes begunstigt. Erfolgt hingegen zuerst ein Bindungsbruch im B-Ring, wird zuerst
ein primares Radikal gebildet, das weniger gut stabilisiert ist (Schema 35). Daher
beobachtet man im Massenspektrum flr diese Fragmentierung ein weniger
intensives lon bei m/z = 126 unter Spaltung des B-Ringes (Abbildung 44) als bei der
Fragmentierung des A-Ringes (m/z = 112).
Um den postulierten Zerfallsmechanismus fir den A- und den B-Ring zu bestatigen,
wurde ein H/D-Austauschexperiment an der Hydroxygruppe von Geosmin ([?H]-96)
mit Deuteromethanol/D,O durchgefuhrt. Das Molekulion wird dabei von m/z = 182 zu
m/z = 183 verschoben. Das Fragment bei m/z = 112 bleibt unverandert, da das
Deuterium der Hydroxygruppe zum grofdten Teil in die Seitenkette wandert, die durch
McLafferty Umlagerung als Penten abgespalten wird. Ein analoger Deuteriumtransfer
wird nach Spaltung des B-Ringes beobachtet (siehe Abbildung 45, Schema 35,
Schema 39 und Schema 40).
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Abbildung 44: El-Massenspektrum von Geosmin (96) und [?Hs]-Geosmin ([?Hs]-96)

CH3

OH \ CH
/ CH3. + s

96 .
I M™ miz=182 \Cl)j
CHy H
\ CH3
~Q
H
O/
/ CH,

CHs CHs

I m/z=112 Il m/z=126

Schema 35: Fragmentierung von Geosmin (96): Bildung der beiden indikativen lonen

m/z = 112 (B-Ring Fragment) und m/z = 126 (A-Ring Fragment)
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Mit Kenntnis dieser Zerfallswege, die durch Studium der Fragmentierung von
Geosmin und H/D-Austauschexperimente etabliert werden konnten, lassen sich die
Deuteriumatome im Geosmin (96) nach Verfutterung deuterierter Vorstufen den
beiden Ringen zuordnen.

So erhalt man nach Applikation von [?Hz]-DOX ([?H2]-104) an Streptomyces sp. JP95
ein Massenspektrum fur Geosmin ([2H5]-96), in dem das Molekllion um funf
Masseneinheiten zu m/z = 187 verschoben ist (siehe Abbildung 44 und Schema 36).
Demnach wurden insgesamt fiinf Deuteriumatome in Geosmin ([?Hs]-96) eingebaut.
Zwei davon befinden sich im A-Ring (C-3), die anderen drei im B-Ring (C-5,C-7)

jeweils an den in Schema 36 angegebenen Positionen.
/\l/\CD2

ch/\l/\co2 ch/\l/}coz
N2

- 3
PPO D2 OH D

?Hq]1
[He]-98 [He]-99 [ o106
lReduktion
: i : ] )
c \’ CcD,
/
H D H D
2 2
2He]-Geosmin [2Hs]-108 [*H]-107

[*Hs]-96

Schema 36: Postulierte Biosynthese von Geosmin ([?Hs]-96) nach Verfiitterung von [*H.]-

Desoxy-D-xylulose ([?H2]-104) an Streptomyces spp.

Diese Verteilung der Deuteriumatome lasst sich aus der Cyclisierung von [2H6]-FDP
(I’He]-98) zu Geosmin ([*Hs]-96) und durch Analyse des Fragmentierungsmusters
von Geosmin ([*Hs]-96) im Massenspektrometer ableiten (siehe Schema 39 und
Schema 40).

Nach Offnung des A-Ringes, Transfer des Protons und anschlieRender McLafferty
Umlagerung wird eines der beiden Deuteriumatome der Seitenkette auf das

Oxioniumion Ubertragen, wodurch die Anzahl der Deuteriumatome im B-Ring auf vier
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ansteigt (m/z = 116). Eine einheitliche Reaktion zur Bildung dieses lons ist nur
maoglich, wenn sich zwei Deuteriumatome am C-2 von [*Hs]-96 befinden, da sonst
auch Wasserstofftransfer als Konkurrenzreaktion beobachtet werden mufte. Analog
dazu entsteht durch Deuteriumtransfer vom C-7 an das Oxoniumion des A-Ringes
ein lon bei m/z = 129. Da man keine Zunahme der Intensitat des lons m/z = 128 im
Vergleich zur Intensitat des korrespondierenden lons des unmarkierten Geosmins
(96) beobachtet (m/z = 125), miUssen beide Deuteriumatome am Kohlenstoff C-7 von
[2H5]-96 sein. Das dritte Deuteriumatom im B-Ring von [2H5]-96 sollte nach dem
Faltungsmuster fiir [°Hg]-FDP ([?H¢]-98) am Kohlenstoffatom C-5 sitzen. Da das
markierte Geosmin ([*Hs]-96) nur 5 Deuteriumatome aufweist, muss ein Deuterium-
atom des [2H6]-FDP ([2H6]-98) verloren gegangen sein. Am wahrscheinlichsten ist
das ein Deuterium an C-2 von [?He]-99, das im Zuge der Abspaltung der i-Propyloxy-
gruppe zu [*Hg]-106 eliminiert wird (siche Schema 36).

Weitere Details Uber den Cyclisierungsmechanismus erhdlt man durch die
Verfiitterungexperimente von [?Hz-MVA ([?H2]-105) und [*Hs]-MVA ([*Hs]-105) an
das Lebermoos F. pusilla. Wie in Schema 34 gezeigt, wird aus [Hs]-MVA ([?Hs]-105)
zuerst [*Hq2]-FDP ([?H12]-98) gebildet. Das FDP ([*H42]-98) cyclisiert zum Cyclo-
decadienderivat ([?H12]-99) (siche Schema 37). Im nachsten Schritt wird die i-
Propyloxyseitenkette, die drei Deuteriumatome enthalt, abgespalten ([2H9]-106).
Damit findet man im Geosmin ([?He]-96) 9 Deuteriumatome. Durch 1,2-Wasserstoff-
wanderung, die bereits bei der Dehydrogeosminbiosynthese beobachtet wurde,?*®
wird das Deuteriumatom an C-4a von [?Ho]-108 in den A-Ring verschoben. Dadurch
findet man in [2H9]-96 funf Deuteriumatome im A-Ring, je eines an C-1 und C-4,
sowie drei an der angularen Methylgruppe (CDs3) und vier Deuteriumatome im B-
Ring, eines an C-6 und drei an der angularen Methylgruppe (CD3).

Die Verteilung der Deuteriumatome in beiden Ringhalften stimmt perfekt mit den
relevanten lonen |, Il, und lll (siehe Schema 35) Gberein. So wird bei der weniger
begiinstigten Fragmentierung des B-Ringes von [*Hg]-Geosmin ([?He]-96) Buten mit
einem Deuteriumatom abgespalten, so dass im Massenspektrum ein lon m/z = 134
(126+8) auftritt. Bei der Bildung des Fragments Il wird ein Spaltstick m/z = 116
(112+4) erhalten. Funf Deuteriumatome werden mit Penten eliminiert (vgl. Schema
35).
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Schema 37: Postulierte Biosynthese von [*Hg]-Geosmin ([*Hs]-96) nach Verfiitterung von

[Hs]-Mevalolacton ([?Hs]-105) an Fossombronia pusilla

Neben [*Hs]-MVA ([?Hs]-105) wurde auch [?Hz]-MVA ([?H2]-105) an das Lebermoos
F. pusilla verfittert. Bei diesem Versuch erhalt man ein [?H]-Geosmin ([?H4]-96) mit
je zwei Deuteriumatomen im A- und B-Ring an den Kohlenstoffatomen C-3 bzw. C-8.
[*Ha]-Geosmin ([?H4]-96) entsteht durch Cyclisierung von [*Hg]-Farnesylpyrophosphat
(I’He]-98) zum [?Hg]-Germacradienintermediat ([*He]-99). Dieses verliert die i-
Propyloxyseitenkette mit zwei Deuteriumatomen unter Bildung von [?H4]-106. Aus
dem resultierenden Cyclodecatrien [2H4]-106 wird durch Hydrierung, Bicyclisierung,
1,2-Wasserstoffwanderung und Wasseranlagerung [?Hs]-Geosmin ([2H4]-96) erhalten
(siehe Schema 38). Das Massenspektrum von [*Hs]-Geosmin ([?H4]-96) bestatigt
und komplementiert die Verfiitterungsstudie von [?°Hs]-MVA ([*Hs]-105) an F. pusilla.
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Schema 38: Postulierte Biosynthese von Geosmin ([?H4]-96) nach Verfiitterung von [*H,]-

Mevalolacton ([?H2]-105) an Fossombronia pusilla

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Markierungsexperimente zusammengefasst. Im
Schema 39 bzw. Schema 40 Iasst sich die Bildung des A-Ring Fragmentes bzw. des
B-Ring Fragmentes fir die verschiedenen Markierungsversuche nachvollziehen. Die
zugehorigen Massenspektren sind in Abbildung 45 zusammengestellt. Der Vergleich
der Massenspektren der deuterium-markierten Geosminisotopomere aus samtlichen
Verfutterungsexperimenten bestatigt den vorgeschlagenen Biosyntheseweg flr
Geosmin. Das Schicksal aller fir die Biosynthese von Geosmin (96) wichtigen
Wasserstoffatome konnte so durch die Verfutterung von drei unterschiedlich
markierten Vorstufen an Streptomyces spp. und an das Lebermoos F. pusilla verfolgt

werden.
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Tabelle 9: Molekilion, A- und B-Ring Fragment von Geosmin (96) und seiner Isotopomere

Organismus | Vorstufe |Farnesyl- |Geosmin |Molekilion| |Fragment Il|Fragment IlI
diphosphat |(96) M** m/z m/z m/z
(98)
Streptomyces |- 98 96 182 112 126
sp. JP95
Streptomyces |- 98 [H]-96 183 112 126
sp. JP95 D,O
Streptomyces |[?H,]-104 |[*H¢]-98 [’Hs]-96 | 187 116 129
sp. JP95
Streptomyces |[?H,]-104 |[*He]-98 [’He]-96 | 188 116 129
sp. JP95 D,0O
F. pusilla [’Hs]-105 |[*H4,]-98 [*Ho)-96 | 191 116 134
F. pusilla [?H,]-105 |[*Hc]-98 [PHs-96 | 186 114 128
I/%100 _ 112
111
* s 55 69 83 97 126 o
o A ol e Je b Geosmin (96)
I/%100— ‘
113
7 55 126
43 67 81 84 98 L | (R 127 120 149 168 183 Geosmin D,0O
0 d ||I.. NI TTPR N | | | 1 il .l. . ' ([2H]-96) z
V%1oo- 116
50-43 115
57 86 929 127. Strept . JP95
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Abbildung 45:

deuterierter Vorstufen an Streptomyces sp. und F. pusilla.

Vergleich der Massenspektren von Geosmin 96 nach Verfitterung
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Schema 39: Uberblick (ber die Bildung des A-Ring Fragments von Geosmin (96) und

deuterierten Geosminen
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Schema 40: Uberblick Uber die Bildung des B-Ring Fragments von Geosmin (96) und

deuterierten Geosminen
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Um die postulierte Biogenese zu untermauern, wurde an Streptomyces spp.
synthetisiertes [?Hs]-Dehydrogeosmin ([2H3]-97)"* verfiittert (siehe Schema 41).

CD3 Streptomyces spp.

B

kein Umsatz

[*Hs]-97 [*Hs]-96

Schema 41: Verfiitterung von [*Hs]-Dehydrogeosmin ([?Hs]-97) an Streptomyces spp.

Es wurde keine Umsetzung zum Geosmin ([?H3]-96) beobachtet, so dass
Dehydrogeosmin (97) als direkte Vorstufe der Bildung von Geosmin (96) bei
Streptomyces sp. JP95 ausgeschlossen werden kann. Dieser Versuch ist im
Einklang mit dem Verfiitterungsexperiment von [*Hz]-DOX ([?H2]-104) an
Streptomyces spp., aus dem abgeleitet werden konnte, dass im Gegensatz zur
Dehydrogeosminbiosynthese bei der Seitenketteneliminierung eine Doppelbindung
zwischen C-3 und C-4 unter Bildung einer Cyclodecatrienzwischenstufe [?Hs]-106
eingeflhrt wird (siehe Schema 36).

Bei der Suche nach potentiellen Intermediaten der Geosminbiosynthese im GC-MS
Chromatogramm der Duftstoffe von Streptomyces sp. JP95 beobachtete man einen
Peak fur Verbindung 109.
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Abbildung 46: El-Massenspekirum von 1(10)E,5E-Germacradien-11-ol (109) aus dem
Duftbouquet von Streptomyces sp. JP95.

Aus seinem Molekulion bei m/z = 222 in seinem Massenspektrum lasst sich
schlielen, dass die Verbindung 109 15 Kohlenstoffatome enthalt (siehe Abbildung
46). Das Basision im Massenspektrum dieser Verbindung liegt bei m/z = 59. Dies
entspricht einem (CH3),C=0OH" lon und ist als gewichtiger Hinweis flir das Vorliegen
einer Isopropyloxyseitenkette zu werten. Unter der Annahme, dass es sich bei der
Verbindung um eine Zwischenstufe der Biosynthese des Geosmins (96) handeln
konnte, wurde nach Vergleichsspektren gesucht. Das Massenspektrum des
Metaboliten 109 aus Streptomyces sp. JP95 ist in sehr guter Ubereinstimmung zum
Massenspektrum von 1(10)E,5E-Germacradien-11-ol aus der Terpendatenbank von
Prof. Dr. Konig (Universitat Hamburg).?’”®! Die Identitit von 109 wurde durch
Retentionszeitvergleich mit einer Referenzverbindung in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Stefan Schulz (Technische Universitat Braunschweig) bewiesen.”®” Damit
handelt es sich bei der Verbindung 109 wohl um ein Nebenprodukt der

Terpenbiosynthese auf dem Weg zum Geosmin (96).
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3.4.2.3 Vergleich der Geosmin- mit der Dehydrogeosminbiosynthese
Nach den oben geschilderten Futterungsversuchen verlauft die Biosynthese von
Geosmin (96) weitgehend analog zur bereits friher untersuchten Synthese von

Dehydrogeosmin (97) in Kakteenbliiten.?*®

Beide Verbindungen werden aus
Farnesylpyrophosphat (98) zu einen Germacradienderivat (99) cyclisiert. Beim
Geosmin (96) wird genauso wie bei der Synthese von Dehydrogeosmin (97) die
Isopropyloxyseitenkette vermutlich durch oxidative Dealkylierung unter Verlust von

Aceton (111) und Ausbildung einer Doppelbindung?"

zur monocyclischen
Trienzwischenstufe 106 eliminiert (Schema 42). Ein solcher Reaktionsverlauf erinnert
stark an die oxidative Dealkylierung von (+)-Marmesin zu Psoralen durch ein P450
abhangiges Enzym.”®? In Analogie zur Psoralen Synthase konnte eine reaktive
Fe(V)=O Spezies des Enzyms am C-2 Atom von 99 ein Deuteriumradikal
abstrahieren (siehe Schema 42). Aus dem resultierenden allylischen Radikal 110
sollte durch B-Spaltung das Trien 106 und ein i-Propyloxyradikal entstehen. Nach
Bindung des i-Propyloxyradikals an das benachbarte Fe(IV)-OD zerfallt der Komplex

sofort zu Aceton (111) und Wasser.

DZC/\I/\CDZ Dzo/\l/\CD2
OH ( OH
D D D D o
;> (|)D 106 (IDD
99 I 110 Fe(lV) IFe(m)
|

F
] L L, 111

Schema 42: Vorgeschlagener Mechanismus zur oxidativen Desalkylierung der Isopropyloxy-

seitenkette unter Ausbildung einer Doppelbindung.

Im Anschlul an die Desalkylierung zum Trien 106 muss die neu eingefuhrte Doppel-
bindung selektiv reduziert werden. Eine vergleichbare Reaktion ist vom
Steroidstoffwechsel bekannt und im Detail untersucht worden.”®’! Die Cyclisierung
des Zehnring-Zwischenproduktes 100 bzw. 107 zum Bicyclus des Dehydrogeosmins
102 oder des Geosmins 108 lauft in gleicher Weise ab: es erfolgt ein elektrophiler
Angriff an C-8 von 100 bzw. 107 unter Ausbildung eines tertidaren Kations, das durch
suparafaciale 1,2-Wasserstoffwanderung stabilisiert wird. Schlief3lich wird Wasser an
das tertiare Carbokation addiert. Geosmin (96) und Dehydrogeosmin (97) werden

demnach nach dem gleichen Biosyntheseweg hergestellt. Nur der Desalkylierungs-
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schritt erfolgt aufgrund der unterschiedlichen Regioselektivitat der Enzyme anders,
so dass verschiedene Produkte gebildet werden: Bei der Geosminbiosynthese fuhrt
die Desalkylierung zu einem konjugierten Dien (106), wohingegen bei der Bildung

von Dehydrogeosmin (100) eine isolierte Doppelbindung entsteht und erhalten bleibt
(siehe Schema 43).

/4
i lRedukﬁo: "
*5 |
!

OH
Geosmin 96

Dehydrogeosmin 97

Schema 43: Unterschiedliche Regioselektivitat bei der Ausbildung der Doppelbindung bei

der oxidativen Abspaltung der Isopropyloxyseitenkette von 99 fihrt zu Geosmin
(96) bzw. Dehydrogeosmin (97)
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Da isolierte Doppelbindungen nur selten hydriert werden kdnnen, resultiert daraus
die Bildung von Dehydrogeosmin (97).

Die enge Verwandtschaft der Biogenese von Dehydrogeosmin (97) und Geosmin
(96) kdonnte Grund daflr sein, dass sich bei Kakteen neben Dehydrogeosmin (97)
manchmal Spuren von Geosmin (96) nachweisen lassen.”*® In diesem Zusammen-
hang ware es hochst interessant festzustellen, ob Dehydrogeosmin (97)
produzierende Kakteen zur Produktion von Geosmin (96) etwa durch Applikation
einer Cyclodecatrienzwischenstufe 106 stimuliert werden kdnnen. Auf diese Weise
lieRe sich untersuchen, ob Dehydrogeosmin (97) ein Evolutionsprodukt der
Geosminbiosynthese (96) ist, bei der eine Verschiebung der Einfuhrung der Doppel-
bindung bei der oxidativen Seitenkettenabspaltung eine nachfolgende Hydrierung
verhindert. Ist die veranderte Regioselektivitat der Ausbildung der Doppelbindung bei
der oxidativen Desalkylierung zu Dehydrogeosmin (97) das Resultat einer Mutation
des dehydrierenden Enzyms der Geosminbiosynthese? Zur Klarung dieser Speku-
lationen, ware es spannend zu untersuchen, ob Kakteen Uber ein Enzym verfiigen
das in der Lage ist, das Cyclodecatrien-Zwischenprodukt der Geosminbiosynthese

106 zu reduzieren.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Volicitin [N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin] (19) aus dem Regurgitat von Raupen
wird eine bedeutende Rolle bei der naturlichen Abwehr pflanzlicher Schadlinge
zugeschrieben, denn diese Verbindung bewirkt bei Insektenfra® an Mais die Bildung
fliichtiger Stoffe, die natiirliche Feinde der Herbivoren anlocken.®" In jingster Zeit
wurden weitere N-Acyl-glutaminkonjugate im Regurgitat von Lepidoptera Larven

gefunden, die ebenfalls die Abgabe von fliichtigen Verbindungen induzieren.©”!

Screening nach N-Acyl-aminosaurekonjugaten im Regurgitat von Lepidopteren
Um die Verbreitung von N-Acyl-aminosauren zu untersuchen, analysierte ich
Regurgitat bzw. Darminhalt von 16 Arthropoden. 8 Arten enthielten N-Acyl-glutamin-
konjugate, was die weite Verbreitung dieser Verbindungen belegt. N-Acyl-
glutaminkonjugate lieken sich fast ausschlieBlich bei polyphagen Insekten
nachweisen. Im Regurgitat von monophagen Raupen wie Pieris brassicae waren
dagegen N-Acyl-glutaminkonjugate nicht nachweisbar. Da aber diese bei
Kohlpflanzen die Biosynthese von Duftstoffen auslésen, kénnen N-Acyl-
glutaminkonjugate nicht als allgemeine Elicitoren zur Induktion der Duftstoffbio-

synthese angesehen werden.

Stereochemie der 17-Hydroxygruppe von Volicitin

Die Stereochemie der 17-Hydroxygruppe von Volicitin (19) [N-(17-Hydroxy-
linolenoyl-L-glutamin] konnte nach Methanolyse und Derivatisierung mit (1R)-1-
Phenylethylisocyanat (30) zum (17S,1‘R)-(1'-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolen-
sauremethylester [(17S)-31] durch Trennung der Diastereomeren mit GC-MS und
Vergleich mit Referenzverbindungen bestimmt werden. Die 17-Hydroxygruppe von
Volicitin (19) von vier untersuchten Raupenarten (S. exigua, S. frugiperda, S.

littoralis, H. virescens) ist S konfiguriert mit 92 % ee bis 96 % ee.

o O~ OH
OH Volicitin H
O
19 NH,

Schema 44: Stereochemie der 17-Hydroxygruppe von Volicitin (19) [(17S)-N-(17-Hydroxy-

linolenoyl)-L-glutamin]
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Der Enantiomerenuberschuss beweist, dass die Hydroxygruppe durch eine
enzymatische Reaktion - mdglicherweise ein P450 abhangiges Enzym - gebildet

wird.

N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin und N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin
Bei der Analyse des Regurgitates von Spodoptera Larven wurden zwei bisher
unbekannte Konjugate, N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin (32) und N-(15,16-
Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33) (Schema 45), identifiziert und synthetisiert. Das
Auftreten dieser Verbindungen ist bemerkenswert, da verwandte Epoxy- und

Dihydroxyfettsauren sich durch hohe biologische Wirksamkeit auszeichnen.

OH
o o Os OH
\A/=\/=\/\/\/\)LN WWL
N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin H 0
+10-EpOXy vi-g -(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin
32 NH, 33 NH;

Schema 45: Strukturen von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin (32) und N-(15,16-
Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33)

N-(17-Acyloxy-acyl)-glutamine
Neben den polaren N-Acyl-glutaminderivaten konnte ich erstmals im Regurgitat von
Lepidopteren eine Gruppe von N-(17-Acyloxy-acyl)-glutaminkonjugaten z. B. N-(17-

Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48) (Schema 46) nachweisen.

(0]
— = — o 0 O OH
)\/\/;/W/\)LN
48 N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin H O
NH,

Schema 46: Struktur von N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin (48)

Zum Strukturbeweis habe ich (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48)
synthetisiert. Dazu wurde sequentiell (1S)-Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester
(59) und 9-Oxononansaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (64) mit Propan-1,3-
bistriphenylphosphoniumbromid (60) in einer disymmetrischen Bis-Wittig Olefinierung
umgesetzt (siehe Schema 47) und nach Entschitzen mit L-Glutamin (24) zum

Zielmolekul 48 konjugiert.
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Schema 47: Synthese von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48)

N-(17-Phosphonooxy-acyl)-glutaminkonjugate

Im Regurgitat von S. exigua Larven gelang der Nachweis von bisher unbekannten
phosphorylierten Hydroxyfettsaurederivaten N-(17-Phosphonooxy-linolenoyl)-
glutamin (76) und N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamin (75) (Schema 48). Die
Untersuchung der physiologischen Eigenschaften von N-(17-Phosphonooxy-acyl)-
glutaminen wird zeigen, ob N-(17-Hydroxy-acyl)-glutamine durch Phosphorylierung

aktiviert werden.

OH
HO. +
. O~ OH
O P\\O (0]
)\/\/:va
H o}
N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamin
NH,

75
Schema 48: Struktur von N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamin (75) aus dem Regurgitat

von S. exigua Larven

Biosynthese von N-Acyl-glutaminkonjugaten durch Darmbakterien der Raupen
Nach Isolierung von Mikroorganismen aus dem Darm von S. exigua Larven stellte
ich fest, dass mehr als 50 % der isolierten Mikroorganismen in der Lage waren, N-
Acylaminosaurekonjugate  herzustellen. Bei in vitro Versuchen zeigten
Mikroorganismen aus dem Darm von S. exigua Larven eine geringe Selektivitat
bezlglich der Fettsdure- und Aminosaurekomponente bei der Bildung von N-Acyl--
aminosaurekonjugaten. Dagegen findet man im Regurgitat von Raupen
ausschlieflich N-Acyl-glutamin- oder N-Acyglutamatkonjugate. Durch Injektion

von [*Hs]-Glutamin ([*Hs]-24) in die Hamolymphe von S. exigua Larven konnte ich
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zeigen, dass die Raupe Glutamin (24) in den Darm transportiert, das dort rasch mit
Fettsduren zu  N-Acyl-glutaminen konjugiert wird.

Diese kooperative Bildung von Konjugaten legt ein enges symbiotisches Verhaltnis
von Darmbakterien und Raupe nahe.

Durch Verfutterung des Antibiotikums Fosmidomycin (86) konnte die Konzentration
der Konjugate im Regurgitat von S. frugiperda Larven drastisch reduziert werden,
was als ein Indiz flr eine mdgliche ausschlieRliche Synthese der N-Acyl-glutamine
durch Mikroorganismen gewertet werden kann. Allerdings konnte bei S. exigua
Larven nach Verabreichung von Fosmidomycin (86) keine Abnahme der Konjugate
beobachtet werden. Daher sollten mikroorganismenfreie Raupen auf ihre Fahigkeit
zur Konjugatbildung untersucht werden. Erste Versuche mikroorganismenfreie
Raupen zu erhalten, gestalteten sich schwierig. Bisher enthielt das Regurgitat der
unter sterilen Bedingungen angezogenen Raupen immer noch N-Acyl-glutamin-
konjugate. Daher konnte nicht endgultig bewiesen werden, ob nur die Darmbakterien
oder auch die Raupen selbst in der Lage sind, N-Acyl-glutaminkonjugate zu

produzieren.

N-Acyl-glutamine als Tenside

N-Acyl-glutamine sind ausgezeichnete Tenside. Als Emulgatoren erleichtern diese
Verbindungen der Raupe die Nahrungsaufnahme und bieten einen gewissen Schutz
gegen Fralfeinde, indem sie das Regurgitat besonders schlipfrig machen.
Andererseits sind die Tensideigenschaften moglicherweise auch Ursache dafir, dass
N-Acyl-glutamine als Elicitoren wirken. Durch Wechselwirkungen mit den Lipid-
membranen von Pflanzenzellen induzieren N-Acyl-glutamine Depolarisation oder
Hyperpolarisierung der Membranen, wodurch Signalprozesse ausgeldst werden

konnten.

In Bioassays mit Limabohnen (Phaseolus lunatus) konnte in keinem Fall die
Induktion der Duftstoffbiosynthese durch N-Acyl-glutaminderivate oder Volicitin
beobachtet werden. Dieser Befund spricht dafur, dass N-Acyl-glutaminkonjugate nur

fur bestimmte Pflanzen als Elicitoren der Duftstoffbiosynthese wirken.

Multitrophische Systeme
Insgesamt zeigt das Beispiel der N-Acyl-glutamin-konjugate, dass natlrliche

Systeme viel komplexer sind als bisher vermutet wurde. Die Annahme, dass ein
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tritrophisches System zur Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen Herbivor,
Pflanze und Predator ausreicht, muss deshalb unter Einbeziehung von Mikro-

organismen erweitert werden.

Stark basischer pH als Elicitor der pflanzlichen Duftstoffbiosynthese

Ein verlasslicher Elicitor der Duftstoffbiosynthese bei der Limabohne hingegen ist ein
stark basischer pH Wert. So induziert 1 %-ige NaOH Loésung (pH 12.6) die
Duftstoffbiosynthese bei der Limabohne. Da Raupenregurgitat einen pH Wert von
etwa 10-11 aufweist, kdnnte der basische pH einen Beitrag bei der Induktion der

pflanzlichen Duftstoffbiosynthese leisten.

8-Hydroxychinolin-2-carbonsaure (90) ein Komplexbildner im Regurgitat

X

Z 0
N
90

OH OH
Schema 49: 8-Hydroxychinolin-2-carbonsaure (90)

Der Chelator 8-Hydroxychinolin-2-carbonsaure (90) (siehe Schema 49) wurde im
Regurgitat von Spodoptera Larven nachgewiesen. Gelangt die Verbindung 90 beim
Raupenfral® in verletzte Blatter, so kdnnten durch Komplexbildung mit Metallionen

Signalprozesse beeinflusst werden.

Konjugation zur Desaktivierung von Duftstoffen durch Bombyx mori

Ein zweiter Teil meiner Dissertation beschaftigte sich mit der Desaktivierung von
Benzoesaure (92), die neben Bombykol von den Antennen des Seidenspinners (B.
mori) wahrgenommen wird. Durch Inkubation von Benzoesdure (92) und [*Hs]-
Benzoesaure ([*Hs]-92) mit B. mori Antennen konnte ich zeigen, dass Benzoesaure
(92) in den Antennen zu N-Benzoylserin (95) metabolisiert wird (Schema 50).

Dadurch wird vermutlich Benzoesaure (92) als Signal desaktiviert.

(o) OH
Q 0
B. mori
OH Antennen N H
—» H
OH
92 95

Schema 50: Metabolisierung von Benzoesaure (92) in B. mori Antennen zu N-Benzoylserin
(95)
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Biosynthese von Geosmin (96) — Produktselektivitat durch unterschiedliche
Regioselektivitat bei oxidativer Bindungsspaltung

Der dritte Teil meiner Arbeit ist der Untersuchung der Biosynthese von Geosmin (96),
einem Sekundarmetaboliten vieler Mikroorganismen und Pflanzen, gewidmet.
Wegen seines erdigen Geruches verursacht Geosmin (96) betrachtliche Probleme
bei der Trinkwasseraufbereitung. Die Biosynthese von Geosmin (96) wurde durch
Verfutterung markierter Vorstufen — Mevalolacton (105) und Desoxy-D-xylulose (104)
- an das Lebermoos Fossombronia pusilla und Streptomyceten durch massen-
spektrometrische Analyse der Produkte untersucht (siehe Schema 51). Geosmin (96)
entsteht in beiden Organismen durch Cyclisierung von Farnesylpyrophosphat (98) zu
einem Germacradienderivat (99), Abspaltung der C-3-Seitenkette unter Ausbildung
einer Doppelbindung zu 106, Hydrierung dieser Doppelbindung zu 107,
Bicyclisierung und 1,2-Wasserstoffwanderung sowie Wasseranlagerung (siehe
Schema 51). Damit verlauft die Biosynthese weitgehend gleich zur Bildung von
Dehydrogeosmin (97). Allerdings entsteht bei Verlust der Hydroxyisopropyl-
Seitenkette beim Geosmin (96) ein anderes Zwischenprodukt 106 als bei der Bildung
von Dehydogeosmin. 106 weist ein konjugiertes Doppelbindungssystem auf,
wahrend bei der Bildung von Dehydrogeosmin (97) eine isolierte Doppelbindung im

Zwischenprodukt 100 entsteht, die nicht hydriert werden kann.

o, B

100
l Reduktion l
: H Heﬁ H H
) - sSIESe
OH f OH
Geosmin 107 Dehydrogeosmin

(97)

Schema 51: Unterschiede der Biosynthese von Geosmin (96) und Dehydrogeosmin (97)
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5 Summary

In recent years volicitin (19) and N-Acyl-glutamine conjugates from the regurgitate of
lepidopteran larvae attracted great interest because these compounds were claimed

to elicit plant volatile biosynthesis.! ¢!

Stereochemistry of the 17-hydroxy group of volicitin

The stereochemistry of the 17-hydroxy group of volicitin (19) was determined by GC-
MS and comparison with reference compounds after methanolysis and derivatisation
with (1R)-1-phenylethylisocyanate (30). Volicitin (19) isolated from four lepidopteran

species investigated is S configurated (94 % ee) (Scheme 1).
OxOH

(0]
Y:\/:\/:\/\/\/\)LN H
OH volicitin H 0
19 NH,

Scheme 1: Stereochemistry of the 17-hydroxy-group of volicitin (19)

This result proves the involvement of an enzyme in the hydroxylation step.

N-(15,16-epoxy-linoleoyl)-glutamine (32) and N-(15,16-dihydroxy-linoleoyl)-
glutamine (33)

A cytochrome P450 dependent enzyme may be involved since also N-(15,16-epoxy-
linoleoyl)-glutamine (32) and N-(15,16-dihydroxy-linoleoyl)-glutamine (33) conjugates

were also found in the regurgitate of lepidopteran larvae (Scheme 2).

o o O~ OH OH o Oy -OH
\A/;/W/\)LN WWLN
N-(15,16-epoxy-linoleoyl)-glutamine H (0] OH H 0]
’ poxy vi-g N-(15,16-dihydroxy-linoleoyl)-glutamine
32 NH 33 NH,

Scheme 2: N-(15,16-Epoxylinoleoyl)-glutamine (32) and N-(15,16-dihydroxylinoleoyl)-
glutamine (33)

The occurrence of both compounds is remarkable since related free acids show high

biological activity.
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N-(17-Acyloxy-acyl)-glutamines
Besides these polar N-acyl-glutamines a series of N-(17-acyloxy-acyl)-glutamine
conjugates such as N-(17-linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamine (48) were identified in

the regurgitate of lepidopteran larvae (Scheme 3).

(0]
— — — o OO OH
/k/\/;/:\/\/\/\)LN
45 N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamine H O
NH,

Scheme 3: N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamine (48)

(17S)-N-(17-linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamine (48) was synthesized using a bis-
Wittig olefination for the formation of 17-linolenoyloxy-linoleic acid (2-trimethyl-
silylethyl)-ester (62) by condensation of (1S)-linolenic acid-1-methyl-5-oxopentylester
(59) and 9-oxononanoic acid (2-trimethylsilylethyl)-ester (64) with propane-1,3-
bistriphenylphosphoniumbromide (60) (Scheme 4).

Br
o
(¢}

+ +
— — — PhsP—~__—PPh; _
T ) ON\/\/\)LO/\/SKCHSE
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H
(0]
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1o

48

Scheme 4: Synthesis of (17S)-N-(17-linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamine (48)

N-(17-Phosphonooxy-acyl)-glutamines

N-(17-Phosphonooxy-linolenoyl)-glutamine (76) and N-(17-phosphonooxy-linoleoyl)-
glutamine (75) were detected in the regurgitate of S. exigua larvae (Scheme 5).
Phosphorylated derivatives of hydroxyfatty acids have been so far unknown. Since
phosphorylation is often used for activation of compounds in nature, biological

activity of these compounds might be expected.
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o P\\O 0 Q OH
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N-(17-phosphonooxy-linoleoyl)-glutamine
75 NH,

Scheme 5: N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamine (75)

Biosynthesis of N-acyl-L-glutamine conjugates by gut bacteria

N-Acyl-amino acids have been known as natural products from microorganisms for a
long time leading to the hypothesis that N-acyl-glutamines might be generated by gut
bacteria. Indeed microorganisms isolated from the gut of lepidopteran larvae are able
to produce N-acyl-glutamine conjugates. However, in vitro the microorganisms
showed a broad acceptance of amino acids and fatty acids for the formation of acyl-
amino acid conjugates, whereas in the regurgitate of Spodoptera larvae only N-
acyl-glutamine conjugates are formed. It could be shown by injection of [2H5]-
glutamine ([*Hs]-24) in the hemolymphe of S. exigua larvae that selective formation
of N-acyl-L-glutamines is due to the supply of L-glutamine (24) in the gut by the
caterpillar. Such a cooperative formation of compounds suggests an intense

symbiotic relationship between caterpillar and gut bacteria.

N-Acyl-L-glutamine conjugates as surfactants

N-Acyl-L-glutamine conjugates serve the caterpillar as surfactants in the digestive
process. Their character as surfactants may be the reason for their potential to elicit
plant volatile biosynthesis in some plants by interaction of N-acyl-L-glutamines with
the plant lipid membranes and induction of membrane depolarisation. This might
induce further signaling cascades. However, in the Lima bean (Phaseolus lunatus)
plant volatile biosynthesis is not elicited, in contrast to corn plants, after application of

N-acyl-L-glutamine conjugates.

Fosmidomycin reduces N-acyl-glutamines in the regurgitate of Spodoptera
frugiperda larvae

The concentration of N-acyl-glutamines in the regurgitate could be reduced
significantly after application of the antibiotic fosmidomycin (86) to S. frugiperda
larvae, indicating that the gut bacteria are the only producers of N-acyl-L-glutamines.

However, in the same experiment no reduction of N-acyl-L-glutamine conjugates was
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observed with S. exigua larvae. First experiments to obtain germ free caterpillars

were not conclusive.

Multitrophic systems

In summary, the investigations on the N-acyl-glutamines show that the interactions
between plants, herbivores and their predators are much more complex than to be
described by the often used tritrophic model. Microorganisms seem to play an

important role in these interactions.

8-Hydroxyquinoline-2-carboxylic acid, a chelator in the regurgitate

The chelator 8-hydroxyquinoline-2-carboxylic acid (90) (Scheme 6) was isolated from
regurgitate of Spodoptera larvae. It is possible that 90 will influence plant signalling
by complexation of bivalent metal ions if introduced in damaged leaves during

caterpillar feeding.
A
=
N

90
OH OH

Scheme 6: 8-Hydroxyquinoline-2-carboxylic acid (90)

Plant volatile emission induced by high pH
Incubation of Lima beans with solutions of NaOH or KOH (pH 12.6) lead to the
emission of volatiles. This might be important because the oral secretion of

caterpillars is of high pH (10-11).

Conjugation of odour molecules in Bombyx mori antennae

Besides pheromone reception, B. mori odorant receptors in the antennae are highly
sensitive to benzoic acid (92). The metabolism of benzoic acid (92) in B. mori
antennae was studied by incubation of labelled benzoic acid ([Hs]-92) with freshly

cut antennae.

0) OH
M B. mori 0
OH antennae N H
H
92 OH 95

Scheme 7: Metabolism of benzoic acid (92) in B. mori antennae
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By GC-MS analysis benzoic acid (92) was demonstrated to be converted rapidly to
N-benzoylserine (95). In this case conjugation may serve for the deactivation of

recognized odorous molecules (Scheme 7).

Biosynthesis of Geosmin

The tris-nor-sesquiterpenoid geosmin (96) is a well known scent. Its characteristic
earthy-musty odour causes great problems for drinking water supply. The
biosynthesis of geosmin was studied by application of labelled 1-deoxy-D-xylulose
(104) and mevalolactone (105) to the liverwort Fossombronia pusilla and
Streptomyces spp.. In both organisms geosmin (96) is formed by cyclisation of
farnesylpyrophosphate (98) to a germacradiene intermediate (99). Oxidative loss of
the C-3 side chain results in a cyclodecatriene (106) which is hydrogenated to 107.
Bicyclisation, 1,2 H-shift and hydroxylation leads to geosmin (96). The biosynthesis
of geosmin (96) is analogous to the formation of dehydrogeosmin (97) except for the
different regioselectivity in the oxidative cleavage of the i-propyloxy side chain
(Scheme 8).

f@?
106 100

l reduction l

H H £ H H
2 — () | 5
OH A_Fi OH
geosmin 107 102 dehydrogeosmin
(96) (97)

Scheme 8: Biosynthesis of geosmin (96) and dehydrogeosmin (97)
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6 Experimenteller Teil

6.1 Materialien und Gerate

6.1.1 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-Spektren wurden mit einem Avance DRX 500 bzw. Bruker AV 400
aufgenommen.

Die chemische Verschiebung & wird in ppm, die Kopplungskonstante J in Hz
angegeben. Die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf das Lésungsmittel,
das als interner Standard dient: 'H-Signal: CDClz & = 7.26 ppm bzw. *C-Signal
CDCl3 & = 77.70 ppm; 'H-Signal: CD30OD & = 3.31 ppm bzw. ">C-Signal CD;0D
0=49.00 ppm.

6.1.2 Massenspektrometrie (MS)
6.1.2.1 Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC-MS)

El- und GC-MS Spektren wurden bei einer Elektronenenergie von 70 eV mit

folgenden Geraten aufgenommen:

Finnigan Trace MS; GC-Saule: Alltech EC 5 15 m x 0.25 mm, 0.25 pm.
Finnigan GCQ; GC-Saule: Alltech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 pm.
Finnigan MAT Magnum; GC-Saule: Alltech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 pm.

Hochauflésende Massenspektren wurden entweder mit Direkteinlass oder unter
Verwendung einer Kopplung mit einem Gaschromatographen aufgenommen:
Micromass MassSpec 2 verbunden mit einem HP 6890 Gaschromatographen; GC-
Saule: J&W Scientific DB5 30 m x 0.25 mm, 0.25 pm.

Perfluorokerosen (PFK, Aldrich, D-82041 Deisenhofen, Deutschland) wurde als

Kalibrierungsgas verwendet.
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6.1.2.2 Flussigkeitschromatographie/Massenspektrometrie (LC-MS)

Fir ESI-MS und APCI-MS Messungen wurden ein lon-Trap Gerat bzw. ein
Triplequadrupol-Massenspektrometer verwendet:

Thermoquest LCQ mit APCI und ESI lonenquelle; HPLC: HP 1100 System;
analytische HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-3 CP Microboresaule 120 mm x 2 mm,
3 um.

Micromass Quattro Il mit APCI und ESI lonenquelle; HPLC: HP 1100 System;
analytische HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-3 CP Microboresaule 120 mm x 2 mm,
3 um.

Hochauflosende ESI-Messungen wurden durch direkte Injektion der Probe in das

Gerat gemessen; Kalibrierung durch eine Polyethylenglykol-Mischung.

6.1.3 Infrarotspektrometrie (IR)
Infrarotspektren wurden mit einem Bruker Equinox 55 FTIR Spektrophotometer
aufgenommen. Flussige Substanzen wurden als Film mit NaCl-Platten und Feststoffe

als KCI-Pref3linge gemessen.

6.1.4 Hochleistungsflliissigkeitschromatographie (HPLC)

Fir HPLC-Trennungen wurde ein HP1100 System mit binarer Pumpe (0.2 — 5 ml/min
Flussrate), Entgaser, Autosampler, Saulenofen und Diodenarraydetektor eingesetzt.
FUr semipraparative Trennungen konnte ein Fraktionssammler (Gilson 206) benutzt
werden.

Fur HPL-Chromatographie wurden ausschlieBlich Losungsmittel in HPLC-Qualitat
eingesetzt. Wasser wurde von einer Quarzdestillationsanlage entnommen.

Die verwendeten HPLC Saulen und Trennbedingungen werden beim jeweiligen

Versuch angegeben.

6.1.5 Mitteldruckfliissigkeitschromatographie (MPLC)

Zur Trennung grolderer Substanzmengen unter RP-18 Chromatographiebedingungen

(>100 mg) wurde eine Buchi B688-Mitteldruckanlage eingesetzt.
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6.1.6 Analytische Dunnschichtchromatographie (DC)

Zur analytischen Dunnschichtchromatographie wurden DC-Aluminiumfolien (Kiesel-
gel 60 Fzs4) der Firma Merck verwendet. Zur Detektion wurde die DC-Folie nach
Anfarbung im Tauchbad mit dem HeiBluftfén entwickelt.

Tauchbad: 2.5 g Molybdatophosphorsaure, 1 g Cer(IV)sulfat, 6 ml Schwefelsaure,

65 ml Wasser.

6.1.7 Saulenchromatographie
Saulenchromatographie wurde an Kieselgel von ICN (Silica 32-60, 60 A) unter Druck
(Flash-Chromatographie) durchgefihrt. Die Eluenten sind bei den jeweiligen

Versuchen angegeben.

6.1.8 Strippingpumpen und Festphasenmikroextraktion (SPME)
Flichtige Verbindungen wurden entweder mit der ,Closed Loop Stripping“ (CLS)
Technik 4 oder durch SPME®®% gesammelt.

Fir CLS-Versuche wurden Miniaturdrehschieberpumpen der Firma Furgut (D-88139
Aitrach) eingesetzt.

Die Duftstoffe wurden an Aktivkohlefiltern 1.5 mg Aktivkohle, Lange 60 mm,
Durchmesser 5 mm adsorbiert (CLSA, le Ruisseau de Montbrun, F-0935 Daumazan

sur Arize, Frankreich).

6.2 Allgemeine Arbeitsmethoden

6.2.1 Losungsmittel und Arbeiten unter Schutzgas

Fir die Synthesen wurden entweder kaufliche trockene Lo&sungsmittel Uber
Molekularsieb oder nach Standardmethoden getrocknete Lésungsmittel verwendet.
Petrolether, Essigester und Ether wurden vor der Verwendung destilliert.

Fir luft- bzw. feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen wurden Kolben im Hochvakuum

mit einem Heilluftfon ausgeheizt und Argon als Schutzgas verwendet.
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6.2.2 Derivatisierungsmethoden zur GC-MS Analyse

6.2.2.1 Derivatisierung mit N-Methyl-trimethylsilyl-trifluoracetamid
(MSTFA)

Zu etwa 0.05-0.5 mg der zu derivatisierenden Probe wurden in einem GC-Vial

10-50 pl N-Methyl-trimethylsilyl-trifluoracetamid (MSTFA) gegeben und 60 min bei

40°C im Thermomixer geschittelt. Je nach Konzentration der Probe wurde die

Lésung vor der GC-MS Analyse mit Ether oder Dichlormethan verdinnt und 0.1-1pl

dieser Losung in das GC-MS injiziert.

6.2.2.2 Methylierung mit Diazomethan
Zu etwa 0.05-0.5 mg der zu derivatisierenden Probe wurden 250 pl ca. 5 %-ige
etherische Diazomethanlésung gegeben. Nach 5 min wurde das Uberschiussige

Diazomethan und die Lésungsmittel im Argonstrom abgeblasen.

6.3 Haltung der Herbivoren

Gelege von Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda und Heliothis virescens
wurden regelmafig von der Firma BAYER zur Verfugung gestellt (Dr. A. Elbert,
Mohnheim, Zentrum fiur tierische Schadlinge). Spodoptera littoralis Eier wurden
entweder von der Abteilung Prof. Gershenzon (Max Planck Institut fir chemische
Okologie, Jena, Abteilung Biochemie) oder von der biologischen Bundesanstalt
(Dr. H. Bathon) in Darmstadt bezogen. Aus den Eiern geschlipfte Raupen wurden
mit einer klnstlichen Diat erndhrt (siehe unten). Die Raupen wurden in
Plastikbehaltern mit Gazedeckel bei 23 — 25 °C bei einem Tag/Nacht Rhythmus
(16 h hell und 8 h dunkel) gehalten. Jeden 3. Tag wurden die Raupen in frische

Dosen mit neuer Kunstnahrung gesetzt.

Kunstnahrung:

500 g gemahlene weilte Bohnen wurden Gber Nacht in 1200 ml Wasser eingeweicht,
am nachsten Tag wurden 9 g Vitamin C, 9 g Paraben und 4 ml Formalin eingerihrt.
75 g Agar in 1000 ml H,O wurden aufgekocht und mit dem Bohnenbrei vermischt.?®!

Alternativ wurden Raupen auf frischen Bohnenblattern gehalten.
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Die monophagen Kohlweildlingslarven Pieris brassicae, Pieris rapae und Pieris
napae wurden entweder in der Natur gesammelt oder von silkworm supplies
(England) bezogen. Die Larven wurden mit Weil3kohlblattern ernahrt.

Gryllus bimaculatus stammte aus einer Zucht der Tierokologie der Universitat
Bayreuth.

Manduca sexta Larven wurden auf Tabakpflanzen von der Abteilung Prof. Baldwin

(Max-Planck-Institut fiir chemische Okologie, Jena) angezogen.

6.4 Sammlung von Regurgitat

Um Regurgitat von Insektenlarven zu sammeln, wurden diese mit einer
Federstahlpinzette am Hinterkopf gepackt und mit sanften Druck gereizt bis ein
Tropfen des Regurgitates an den Mandibeln erschien, den man in einer Kapillare
sammelte.

Zur Analyse von Regurgitat per HPLC-MS wurde dieses mit der gleichen Menge
Methanol versetzt. Dann wurde das Gemisch bei 13000 U/min 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde ohne weitere Probenvorbereitung fir die LC-MS Analyse

verwendet.

6.5 Screening von Insekten nach N-Acyl-aminosaure-

konjugaten

Um einen Eindruck Uber die Verbreitung und Variabilitdt der N-Acyl-amino-
saurekonjugate zu bekommen, wurde Regurgitat von 16 Insekten (insbesondere
Lepidopteren) auf N-Acyl-aminosaurekonjugate per LC-MS untersucht. Dazu wurde
entweder Regurgitat gesammelt, oder die Insekten wurden nach Einfrieren seziert
und ihr Vorderdarminhalt analysiert. Zu den Regurgitatproben wurde jeweils die
gleiche Menge Methanol gegeben, bei 13000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
direkt per LC-MS untersucht. Die Konjugate wurden mit Hilfe ihres Massenspektrums
und durch Vergleich mit Massenspektren synthetischer Referenzverbindungen
identifiziert (siehe Tabelle 1).
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6.6 Synthese von N-Acyl-aminosaurekonjugaten

6.6.1 N-Linolenoyl-L-glutamin (21)

Zu 500 mg (1.8 mmol) Linolensaure

o O,
(3) in 20 ml trockenem THF in einem WWI\NJ\/IK
N

100 ml Zweihalskolben wurden unter 21

oH
H
o

Ruhren bei 0 °C 275 pl Triethylamin NH;

und 190 pl Chlorameisenséureethylester gegeben.['® Nach 2 min wurden 550 mg
(3.9 mmol) L-Glutamin (24) - geldst in 14 ml 0.3 N NaOH - rasch zugegeben. Nach
5 min wurde das Eisbad entfernt und bei Raumtemperatur weitere 30 min gerthrt.
Die Reaktion wurde durch Ansauern mit 2 N HCI abgebrochen. Es wurde 3-mal mit
je 20 ml CH.CI, extrahiert. Die vereinigten organischen Fraktionen wurden uber
Na, SO, getrocknet und das Loésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das

Rohprodukt wurde per MPLC (H20: MeOH 20:80) gereinigt.
Ausbeute: 566 mg (77 %)

IR (cm™, KBr): 3430 s, 3367 s, 3320 s, 3227 w, 3011 m, 2959 m, 2924 s, 1730 m,
1693 s, 1662 s, 1646 s, 1625 s, 1536 m, 1510 m, 1465 m, 1445 w, 1420 w, 1353 w,
1310 w, 1259 w, 1210 w.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.98 (t, J = 7.53, 3 H), 1.24-1.40 (m, 8 H),
1.59-1.69 (m, 2 H), 2.01-2.13 (m, 5 H), 2.15-2.23 (m, 1 H), 2.26 (pt, J = 7.59, 2 H),
2.42-2.51 (m, 1 H), 2.61-2.71 (m, 1 H), 2.81 (pt, J = 5.97, 4 H), 4.46 (dd, J = 11.29, J
= 6.10, 1 H), 5.28-5.44 (m, 6 H), 5.92 (br, OH/NH, 1 H), 6.23 (br, OH/NH, 1 H), 7.18
(br,OH/NH, 1H).

®C-NMR (100 MHz, CDCls): & (oppm) = 14.92, 21.26, 26.26, 26.31, 26.36, 27.95,
28.37, 29.89, 29.95, 29.99, 30.34, 32.23, 36.95, 52.99, 127.85, 128.51, 128.95,

129.07, 130.92, 132.68, 174.31, 175.80, 178.15.

APCI-MS m/z (%): [M+H]" 407 (100), 390 (7), 389 (4), 261 (6), 147 (4), 130 (5).
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EI-MS m/z (%): M** 406 (12), 388 (50), 359 (5), 260 (27), 232 (18), 204 (12), 191
(15), 170 (18), 163 (11), 147 (39), 129 (65), 108 (54), 95 (69), 91 (43), 84 (73), 79
(100), 67 (79), 55 (59).

HR-MS: Co3H3sN204 gefunden: M™ 406.2825 berechnet: 406.2832.

6.6.2 N-Linolenoyl-L-glutamat (25)
250 mg (0.9 mmol) Linolensaure (3) -

OO
gelést in 10 ml trockenem THF - \/a/a/a/\/\/\)\,jif
H

wurden in einem 50 ml Zweihalskolben 25

oH
H

0
unter Rihren bei 0 °C mit 137 upl oH
Triethylamin und mit 85 pl Chlorameisenséureethylester versetzt.'”? Nach 2 min
wurden 275 mg (1.9 mmol) L-Glutamat - gelést in 7 ml 0.3 N NaOH - rasch
zugegeben. Das Eisbad wurde nach 5 min entfernt. Bei Raumtemperatur wurde noch
weitere 30 min gerthrt und dann die Reaktion durch Ansauern mit 2 N HCI
abgebrochen. Es wurde 3-mal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten Fraktionen
wurden uber NaySO4 getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer

entfernt. Das Rohprodukt wurde durch MPLC (H,O:MeOH 20:80) aufgereinigt.
Ausbeute: 299.4 mg (82 %)

IR (cm™, KBr): 3357 s, 3010 m, 2964 m, 2928 s, 2854 s, 1730 s, 1654 s, 1540 s,
1453 m, 1418 m, 1360 w, 1215 m, 1134 w, 974 w.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.98 (t, J = 7.53, 3 H), 1.25-1.40 (m, 8 H),
1.57-1.69 (m, 2 H), 2.00-2.19 (5 H, m), 2.21-2.31 (m, 2 H), 2.46-2.55 (m, 2 H), 2.80
(pt, J = 5.97, 4 H), 4.58-4.68 (m, 1H), 5.27-5.44 (6 H,m), 5.55 (br, OH/NH, 2 H),6.55
(br, OH /NH, 1 H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 14.93, 21.24, 26.24, 26.31, 26.34, 27.66,
27.93, 29.90, 29.95, 29.98, 30.34, 30.78, 37.04, 52.75, 127.84, 128.50, 128.94,
129.05, 130.90, 132.67, 175.49, 176.26, 178.17.
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APCI-MS m/z (%): [M+H]* 408 (100), 390 (4), 261 (8), 148 (6).

EI-MS m/z (%): M*™* 407 (47), 389 (27), 363 (6), 260 (26), 232 (12), 204 (11), 191
(13), 189 (18), 163 (9), 148 (93), 130 (100), 121 (15), 108 (29), 102 (35), 93 (31), 84
(47), 79 (51), 67 (41), 55 (32).

HR-MS: C,3H37NOs gefunden: 407.2662 berechnet: 407.2671.

6.7 Stereochemie des Volicitins (19)

6.7.1 (17S,1’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensaure-

methylester [(17S)-31]
Zu 2 mg (0.006 mmol) (17S)- 0
17-Hydroxylinolensauremethyl- N9
ester [(17S)-29] in 250 ul | I

Toluol wurden 10 ul (1R)-1-Phenylethylisocyanat (30) gegeben und 2 h bei 120 °C
[87]

(17S)-31

OMe

inkubiert. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Argonstrom wurde der
resultierende (17S,1’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensauremethylester

[(178)-31] per HPLC gereinigt.

HPLC-Bedingungen:
HPLC-Saule: Nucleosil 50-5 (Macherey-Nagel) 250 mm x 4 mm; Laufmittel: A:
Hexan B: Essigester; Flussrate: 1 ml/min; Gradient: von 0 % B zu 100 % B in 30 min.

Retentionszeit: 11 min

APCI-MS m/z (%): [M+H]" 456 (19), 395 (4), 291 (100), 259 (3).

EI-MS m/z (%): M*™ 455 (11), 416 (6), 291 (36), 290 (100), 261 (4), 259 (7), 235 (10),
175 (7), 164 (20), 147 (38), 133 (50), 120 (46), 107 (50), 105 (81), 93 (53), 80 (69),

67 (42), 59 (11), 55 (53).

HR-MS: CosH41NO4 gefunden: M™ 455.3033 berechnet: 455.3036.
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6.7.2 (17R,1°’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensaure-
methylester [(17R)-31]
Zu 5 mg (0.016 mmol) (17R)-17-
Hydroxylinolensauremethylester
[(17R)-29] in 500 pl Toluol wurden I
20 pl (1R)-1-Phenylethylisocyanat (30) gegeben und 2 h bei 120 °C inkubiert.[*"]

Nach Entfernen des Ld&sungsmittels im Argonstrom wurde der resultierende

I (17R)-31
N [}
H
OMe

(17R,1’'R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensduremethylester [(17R)-31] per
HPLC aufgereinigt.

HPLC-Bedingungen:
HPLC-Saule: Nucleosil 50-5 (Macherey-Nagel) 250 mm x 4 mm; Laufmittel: A:Hexan
B: Essigester; Flussrate: 1 ml/min; Gradient: von 0 % B zu 100 % B in 30 min.

Retentionszeit: 11 min

"H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.19 (d, J = 6.36, 3 H), 1.20-1.31 (m, 8 H), 1.39
(d, J = 6.85, 3 H), 1.55 (pt, J = 7.58, 2 H), 1.97 (pq, J = 6.85, 2 H), 2.23 (t, J = 7.46, 2
H), 2.73 (pt, J = 6.24,2 H), 2.86 (2 H, s, br), 4.70-4.87 (m, 2 H), 5.21-5.42 (m, 6 H),
5.49 (dq, J = 6.93, J=6.81,1 H), 7.14-7.31 (m, 5 H).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 21.79, 23.29, 25.64, 26.31, 26.79, 27.89, 29.77,
29.80, 29.85, 29.91, 30.10, 30.25, 34.80, 51.26, 52.11, 68.12, 126.58, 126.62,
126.93, 127.93, 128.00, 128.26, 129.30, 129.33, 129.72, 130.88, 131.12,131.22,
131.23, 144.46, 155.83, 175.00.

APCI-MS m/z (%): [M+H]* 456 (19), 395 (4), 291 (100), 259 (3).

EI-MS m/z (%): M** 455 (11), 416 (6), 290 (100), 259 (7), 235 (10), 175 (7), 164 (20),
147 (38), 133 (50), 120 (46), 105 (81), 93 (53), 80 (69), 67 (42), 59 (11), 55 (53).

HR-MS: C2sH41NO4 gefunden: M** 455.3034 berechnet: 455.3036.
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6.7.3 Hydrierung von (1’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-

linolensauremethylester (31)
Um festzustellen, ob cis/trans Isomere mit der Bestimmung der Isomerenverhaltnisse
interferieren, wurden die beiden Diastereomeren des (1'R)-17-(1-Phenylethyl-
carbamoyloxy)-linolensauremethylesters [(17R)-31] und [(17S)-31] mit Pt/C (10%)
hydriert. Die resultierenden (1’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-stearinsauren

wurden per GC-MS untersucht.

(17S, 1’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-stearinsauremethylester:
EI-MS m/z (%): 164 (88), 150 (100), 132 (22), 120 (68), 105 (83), 77 (19), 74 (29), 55
(32).

(17R,1’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-stearinsdauremethylester:
EI-MS m/z (%): 164 (88), 150 (100), 132 (22), 120 (68), 105 (83), 77 (19), 74 (29), 55
(32).

6.7.4 Konfiguration der 17-Hydroxygruppe von natirlichem

Volicitin (19)
100 pl MeOH wurden zu 50-100 OH o
Regurgitat von Lepidoptera Larven = = = N
gegeben und das Gemisch zentri- 19 °
fugiert (5 min, 13000 U/min). Der N

Uberstand wurde im Argonstrom zur Trockene eingeengt und im Hochvakuum
getrocknet. Der Riickstand wurde mit 100 pl MeOH und 100 pl Essigsaureanhydrid
versetzt und 30 min auf 80 °C erhitzt.®® Nach Entfernung der Ldsungsmittel im
Vakuum wurden 100 pl Toluol und 0.5 pl (1R)-1-Phenylethylisocyanat (30)
zugegeben und bei 120 °C 2 h inkubiert.®”) Nach Einengen im Argonstrom wurde der
Ruckstand in 10 pl MeOH geldst. 1 ul der Losung wurde in das GC-MS System
injiziert. Die  Verbindungen durch Retentionszeitvergleich mit  den
Referenzverbindungen sowie Aufnahme der charakteristischen lonen m/z = 105 und
290 (SIM-Modus) identifiziert.



6 Experimenteller Teil 137

Von S. littoralis Larven wurden zur Kontrolle der Methode 500 pl Regurgitat
gesammelt und daraus Volicitin (19) durch HPLC aufgetrennt. Das so gewonnene
Volicitin (19) wurde dann - wie oben beschrieben - abgebaut und derivatisiert und per

GC-MS, allerdings im Full Scan Modus, analysiert.

GC-Bedingungen:

Kapillarsaule: Alltech EC5: 15 m x 0.25 mm, 0.25 um; Tragergas: Helium, Flussrate:
1 ml/min, Injektortemperatur: 280 °C; Splitless Modus; Temperaturprogramm: 210 °C
(2 min), 1 °C min™" bis 255 °C, dann 10 °C min™" bis 300 °C (5 min).
MS-Bedingungen:

Full-Scan: 41-461

Sim-Modus: 105, 290 bzw. 164, 150

(17S,1’R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensauremethylester [(17 S)-31]

Retentionszeit: 28.95 min

(17R,1’S)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensauremethylester [(17R)-31]

Retentionszeit: 29.81 min

(17S, 1°‘R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-stearinsauremethylester

Retentionszeit: 36.24 min

(17R, 1‘R)-17-(1’-Phenylethylcarbamoyloxy)-stearinsauremethylester

Retentionszeit: 37.36 min

Die 17-Hydroxygruppe von Volicitin (19) aus Regurgitat von S. exigua, S. frugiperda,
S. littoralis und H. virescens Larven war in allen Fallen S konfiguriert mit 92 bis
96 % ee.
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6.8 N-(15,16-Epoxy-linolenoyl)-glutamin (32) und N-
(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33)

6.8.1  Strukturaufklarung von N-(15,16-Epoxy-linolenoyl)-glutamin
(32) und N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33)

Beim LC-MS Screening nach polaren N-Acyl-glutaminderivaten im Regurgitat von

Lepidopteren (S. exigua, S. frugiperda und H.virescens) wurden zwei Verbindungen,

die bei 21.1 min bzw. 24.7 min von der HPLC-Saule eluierten, als N-(15,16-Epoxy-

linoleoyl)-glutamin (32) und N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33) identifiziert.

LC-MS Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™":

Laufmittel: A: H2O 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; Gradient: 3 min 100 % A, in

27 min 100 % B, 15 min 100 % B.

APCI-MS: Finnigan LCQ; APCI-lonenquelle, Verdampfertemperatur: 450 °C.

N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin (32):
Retentionszeit: 24.7 min
APCI-MS m/z (%): 423 (100), 405 (69), 388 (7), 259 (3), 147 (3).

N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-glutamin (33):
Retentionszeit: 21.1 min
APCI-MS m/z (%): 441 (100), 423 (13), 405 (6), 147 (2).

N-(15,16-Dihydroxy-linolenoyl)-glutamin wurde durch HPL-Chromatographie von
etwa 500 pl Regurgitat von S. exigua Larven aufgereinigt. Das Lésungsmittel wurde
am Rotationsverdampfer entfernt und nach Trocknen im Hochvakuum wurde der
Ruckstand mit 0.25 ml Methanol und 0.25 ml Essigsaureanhydrid 0.5 h bei 70 °C
methanolysiert.®® Das Lésungsmittel wurde entfernt und Essigsaurereste wurden im
Hochvakuum abgezogen. Der Rickstand wurde durch einstindiges Erwarmen auf
40 °C mit 20 pl MSTFA derivatisiert.
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GC-MS Bedingungen:
GC-Saule: Alitech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 um; Tragergas: Helium; konstanter

Druck: 30 kP; splitless Modus; Injektortemperatur 280 °C; Temperaturprogramm: 50
°Cin 10 °C/min 100 °C in 5 °C/min 300 °C 5 min.

15,16-Bis-trimethylsilyloxy-linolsdauremethylester (34):

EI-MS m/z (%) M* 470 (0.5), 439 o
TMSO, OTMS

(0.5), 380 (0.5), 339 (4), 310 (10), 299 \>—</=\/=\/\/\/\)J\OMQ

(2), 233 (35), 217 (5), 147 (22), 143 34

(40), 131 (54),75 (32), 73 (100), 59 (8).

6.8.2 Synthese von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32) und
N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (33)

6.8.2.1 Synthese von 15,16-Epoxylinolsaure (38)

Zu 278 mg (1 mmol) Linolen- . 28 o
saure (3) in 10 ml trockenem \A/A/A/\/\/\)]\
CH.Cl, wurden 195 mg (1.2 >
mmol) 1,1-Carbonyldiimidazol bei Raumtemperatur zugegeben und 20 min
geriihrt.%®!

In einem zweiten Kolben wurden 10 g 30 %-iges Wasserstoffperoxidharnstoff-
addukt® in 50 ml CH.Cl, suspendiert und 5 g (35 mmol) wasserfreies
Dinatriumhydrogenphosphat zugefugt. AnschlieRend wurde der Kolben auf 0 °C
abgekuhlt und 0.2 eq Lithiuim-imidazolid zugegeben. Nach 5 min wurde die aktivierte
Linolensaure in 10 ml CH,Cl, zur H,0,-Lésung innerhalb von 2 min zugetropft. Nach
weiteren 5 min Ruhren bei 0 °C wurden 5 g wasserfreies Kaliumhydrogensulfat und
50 ml CH,CI, zugefugt. Nach 5 min Ruhren wurden 5 g Na;SO4 zugegeben, wobei
die Lésung klar wurde.

Ohne weiteres Ruhren wurde die Losung 1 Woche bei 0 °C stehengelassen. Der
Umsatz zur 15,16-Epoxylinolsaure (38) wurde durch Entnahme von Proben nach
Derivatisierung mit CH;N, per GC-MS verfolgt. Nach ca. 60 % Umsatz wurde die

Reaktion durch Zugabe von 1 ml H,S abgebrochen. Die Salze wurden abfiltriert, mit
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50 ml CH.Cl, gewaschen und das CH,Cl, am Rotationsverdampfer entfernt. Das
rohe Produkt wurde durch RP-18 Chromatographie (H20: MeOH 25:75) aufgereinigt.
Um eine Probe fir NMR-Messungen zu erhalten, wurden die Isomeren durch RP-
HPLC getrennt:

HPLC-Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™";
Laufmittel A: H,O 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; Gradient: 3 min 100 % A, in
27 min 100 % B, 15 min 100 % B.

Retentionszeit: 15,16-Epoxylinolsaure: 30.28 min; 9,10-Epoxy-12,15-octadecadien-
saure und 12,13-Epoxy-9,15-octadecadiensaure 30.69 min

Fraktionssammler von 28 min - 32 min; FraktionsgrofRe 0.2 min
Ausbeute: 149 mg (51 %)
Regioselektivitat: ca. 75 % 15,16-Epoxylinolsaure (38)

IR (cm™, NaCl): 3011 m, 2971 m, 2931 s, 2856 m, 1711 s, 1455 s, 1260 w, 1240 w,
1085w, 910 w, 815w, 795 w, 730 m.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) =1.06 (t, J = 7.51, 3 H), 1.25-1.41 (m, 8 H),
1.48-1.68 (m, 4 H), 2.01-2.10 (m, 2 H), 2.17-2.27 (m, 1 H), 2.34 (pt, J = 7.47, 2 H),
2.37-2.45 (m, 1 H), 2.80 (pt, J = 6.89, 2 H), 2.90 (dt, J = 4.24, J = 6.31, 1 H), 2.96 (d,
J=4.24,J=6.41,1H),5.26-5.55 (m, 4 H).

BC-NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm)= 11.30, 21.72, 25.39, 26.49, 26.81, 27.89,
29.69, 29.73, 29.77, 30.18, 34.62, 57.33, 59.14, 124.82, 127.97, 131.24, 131.50,

179.36.

APCI-MS: [M+H]* 295 (38), 277 (100), 259 (7).
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EI-MS m/z (%): M* 294 (0.5), 276 (6), 236 (10), 222 (32), 207 (10), 135 (12), 121
(21), 107 (40), 95 (45), 93 (73), 91 (34), 81 (67), 80 (84), 79 (100), 67 (77), 59 (18),
55 (68).

HR-EI-MS: C1gH3003 gefunden: [M*-H,0]276.2090 berechnet: 276.2089.

15,16-Epoxylinolsdauremethylester:

GC-MS-Bedingungen:

GC-Saule: Alitech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 pm; Tragergas: Helium; konstanter
Druck: 30 kP; splitless Modus; Injektortemperatur 280 °C; Temperaturprogramm: 50
°Cin 10 °C/min 100 °C in 5 °C/min 300 °C 5 min.

Retentionszeit: 27.24 min

EI-MS m/z (%): M*™ 308 (0.5), 277 (1), 236 (4), 176 (2), 161 (5), 147 (4), 135 (10),
121 (8), 107 (33), 93 (47), 91 (34), 80 (55), 79 (100), 67 (39), 59 (27), 55 (48).

6.8.2.2 Synthese von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32)
Zu 100 mg (0.34 mmol) 15,16-

Epoxylinolsaure (38), geldst in 10 ml 0 0
trockenem THF, wurden in einem 25
ml Zweihalskolben unter Riihren bei 0 32
°C 55 pl Triethylamin und danach 34

NH»

ul Chlorameisensaureethylester gegeben.!"® Nach 2 min wurden 125 mg L-Glutamin
- gelést in 7 ml 0.3 N NaOH - rasch zugegeben. Das Eisbad wurde nach 5 min
entfernt. Bei Raumtemperatur wurde noch weitere 30 min gerthrt und dann die
Reaktion durch vorsichtiges Ansauren mit 2 N HCI abgebrochen. Es wurde 3-mal mit
CHCl, extrahiert. Die vereinigten Fraktionen wurden uber Na,SO, getrocknet und
das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde per
MPLC (H20: MeOH 25:75) aufgereinigt.

Um eine Probe fir NMR Untersuchungen zu erhalten, wurden die unerwilnschten
Regioisomeren durch semipraparative HPLC vom N-(15,16-Epoxylinoleoyl)-L-

glutamin (32) abgetrennt. Dazu wurden Fraktionen gesammelt und deren Reinheit
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mit LC-MS Uberpruft. Danach wurden die Lésungsmittel und AcOH am

Rotationsverdampfer entfernt und die Probe tGber Nacht im Hochvakuum getrocknet.

HPLC-Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-4HE 250 x 8 mm, 5 pum; Fluss: 2 ml/min; Laufmittel:
A: H20 0.5 % AcOH, B: MeCN 0.5 % AcOH; Gradient: 3 min 0 % B, in 30 min 100 %
B, 3 min isokratisch 100 % B, in 2 min 0 % B, 5 min isokratisch 0 % B.

Fraktionssammler von 25 min bis 34 min, Fraktionsgrdsse 0.5 min.

Ausbeute: 114 mg (79 %)

IR (cm'1, KBr): 3438 m, 3405 m, 3315 m, 3216 w, 3070 w, 3013 w, 2966 w, 2933 m,
2856 w, 1712 m, 1660 s, 1641 s, 1542 m, 1452 w, 1419 w, 1249 w, 1136 w, 985 w,
815w, 797 w.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.05 (t, J = 7.55, 3 H), 1.25-1.40 (m, 8H), 1.48-
1.68 (m, 4 H), 1.94-2.50 (m, 11 H), 2.80 (pt, J = 6.71, 2 H), 2.90 (dt, J = 4.17, J =
6.27, 1 H), 2.96 (dt, J = 6.29, J = 4.17, 1 H), 4.39 (br, 1 H), 5.26-5.56 (m, 4 H), 6.21
(br, 1 H), 6.65 (br, 1 H), 7.24 (br, 1 H).

BC-NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) = 11.26, 21.74, 26.28, 26.54, 26.87, 27.94,
29.85, 29.93, 30.26, 32.44, 37.02, 57.34, 59.14, 124.87, 128.03, 131.23, 131.52,
174.96, 175.22, 177.43.

APCI-MS m/z (%): [M+H]* 423 (100), 405 (69), 259 (3), 147 (3).

EI-MS m/z (%): M* 422 (12), 404 (54), 386 (7), 335 (6), 319 (8), 294 (7), 276 (6), 170
(9), 147 (29), 129 (29), 130 (30), 101 (33), 93 (21), 84 (100), 79 (32), 67 (31), 55

(32).

HR-MS: C3H3sN20s5 gefunden: M™ 422.2785 berechnet: 422.2781.
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6.8.2.3 Darstellung von N-(Epoxy-linoleoyl)-glutaminen (32,35,36) mit
Metachlorperbenzoesaure

10 mg (0.025 mmol) N-Linolenoyl-L-glutamin (21) - gel6st in 1 ml MeOH - wurden mit
4.5 mg (0.026 mmol) MCPBA bei RT 2 h geschuttelt. Von der Lésung wurden 50 pl
entnommen, mit 450 pl MeOH verdinnt und davon 1 pl direkt per LC-MS analysiert.
Man erhielt zwei Peaks im Verhaltnis 1:2 im ersten Peak war N-(15,16-Epoxy-
linoleoyl)-L-glutamin (32); und im zweiten Peak waren die unter den verwendeten
Bedingungen zusammen eluierenden Konjugate N-(9,10-Epoxy-octadeca-12,15-
dienoyl)-L-glutamin (35) und N-(12,13-Epoxy-octadeca-9,15-dienoyl)-L-glutamin (34)
enthalten.

Auf eine Aufreinigung der Produkte wurde verzichet, da N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-
glutamin (32) besser durch regioselektive Synthese (siehe 6.8.1 und 6.8.2) erhalten

werden konnte.

HPLC-Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min" A:
Laufmittel: H,O 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; Gradient: 3 min 100 % A, in 27
min 100 % B, 15 min 100 % B.

N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32):

Retentionszeit: 24.7 min

N-(9,10-Epoxy-octadeca-12,15-dienoyl)-L-glutamin (35) und N-(12,13-Epoxy-
octadeca-9,15-dienoyl)-L-glutamin (34):

Retentionszeit: 25.3 min

6.8.2.4 Synthese von N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (33)
10 mg (0.024 mmol) N-(15,16-Epoxy- Og_-OH
HO, OH o}

linoleoyl)-L-glutamin (32) wurden in \)—§/=\/=\/\/\/\)I\N H

H
einer aus 1.5 ml THF, 0.5 ml Wasser 33 o
und 25 I Natriumperchlorat!'®! N2
bestehenden Mischung 15 min bei RT gerlhrt. Nach Neutralisieren mit 2 N NaOH
wurde das Rohprodukt mit RP18-HPLC gereinigt.
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HPLC-Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-4HE 250 x 8 mm, 5 um; Fluss: 2 ml/min; Laufmittel:
A: H,O 0.5 % AcOH, B: MeCN 0.5 % AcOH; HPLC-Programm: 3 min 0 % B,
Gradient in 30 min 100 % B, 3 min isokratisch 100 % B, in 2 min Gradient 0 % B, 5
min isokratisch 0 % B.

Fraktionssammler von 21 min bis 31 min, Fraktionsgrosse 0.25 min

Retentionszeit (semipraparative Saule): 22.27

Ausbeute: 3.1 mg (30 %)

IR (cm™): 3391 s (br), 3011 w, 2932 s, 2858 m, 1716 m, 1657 s, 1539 m, 1410 w,
1287 w, 1242 w, 1129 w, 1059 w, 980 w.

"H-NMR (400 MHz, CD30D) & (ppm) = 0.97 (t, J =7.40, 3H), 1.29-1.41 (m, 8H), 1.42-
1.60 (m, 4H), 1.63 (pt, J =6.91, 2H), 1.90-2.01 (m, 2H), 2.08 (pg, J =6.62, 2H), 2.11-
2.21 (m, 2H), 2.25 (pt, J =7.40, 2H), 2.26-2.40 (m, 2H), 2.82 (pt, J =6.50, 2H), 3.36-
3.31 (m, 1H), 3.42-3.47 (m, 1H), 4.36-4.41 (m, 1H), 5.29-5.54 (m, 4H).

®C-NMR (100 MHz, CD30D) & (ppm) = 10.76, 26.73, 26.86, 26.98, 28.17, 28.72,
30.21, 30.27, 30.33, 30.71, 32.19, 32.82, 36.90, 53.48, 74.89, 76.18, 127.26, 128.88,
130.93, 131.11, 175.30, 176.35, 177.80.

APCI-MS m/z (%): 441 (100), 423 (16), 405 (7), 259 (1), 147 (1).
EI-MS m/z (%): [M*'-H,0] 422 (3.5), 404 (1), 367 (1.5), 363 (4), 334 (5), 311 (20),
294 (6), 276 (9), 252 (34), 235 (25), 223 (58), 206 (45), 199 (5), 189 (9), 164 (20),
145 (13), 135 (26), 121 (35), 107 (38), 95 (52), 91 (36), 84 (72), 79 (73), 72 (72), 67

(66), 59 (100).

HR-MS: C23H41N20s gefunden: [M+H]* 441.2956 berechnet: 441.2965.
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6.9 N-(17-Acyloxy-acyl)-glutamine

6.9.1  Strukturaufklarung von N-(17-Acyloxy-acyl)-glutamin-
konjugaten per LC-MS-MS

Bei der LC-MS Analyse des Regurgitates von S. litforalis, S. frugiperda, S. exigua
und H. virescens Larven beobachtete man bei 39-55 min eine Serie von Peaks,
deren Massenspektren groe Ahnlichkeit zu denen des Volicitins (19) bzw. des N-
(17-Hydroxy-linoleoyl)-L-glutamins (20) aufwiesen. Vier dieser Verbindungen, die bei
39-45 min eluierten, wurden mit Hilfe von MS-MS untersucht (Kollisionsenergie: 15-
25 %).

Nach Sammlung des bei 40 min eluierenden Peaks per HPLC wurden hochauf-

geloste ESI-Massenspektren mit einem Micromass Quattro || aufgenommen.

LC-MS Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™";
Laufmittel: A: H,O 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; Gradient: 3 min 100 % A, in
27 min 100 % B, 25 min 100 % B.

APCI-MS: Finnigan LCQ; APCI-lonenquelle, Verdampfertemperatur: 450 °C.

o 0. OH
N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin (47): YW\/\/\/\)‘\N
o\n/\/\/\/E/E/E/H\ NH,
e} [¢]

Retentionszeit: 40.5 min
47

APCI-MS, m/z (%): [M+Na]* 705 (8), [M+H]" 683 (28), 405 (100), 259 (6), 147 (1).
HR-ESI-MS: C41He7N20s gemessen: [M+H]" 683.4979 berechnet: 683.4999
N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin (48): I —_——_—

o]
- — N
Retentionszeit: 41.5 min 48 " NH

APCI -MS m/z (%): [M+Na]* 707, [M+H]* 685 (100), 667 (5), 407 (16), 261 (2), 147
(1), 130 (1).
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HR-ESI-MS: C41HssN20g gefunden: [M+H]" 685.5143 berechnet: 685.5155.

N-(17-Linoleoyloxy-linolenoyl)-glutamin (49):

49 o Og_OH
Retentionszeit: 43.4 min \(a/:\/:\/\/\/\)kﬂ
O\[(\/\/\/E/E/\/\/ NH,
O O

APCI-MS m/z (%): [M+Na]* 707, [M+H]* 685 (27), 405 (100), 259 (5), 147 (2).

o

OJ\/\/\/\/:\/R/\/O\ oH
/J\\/A\¢/__\V/”_\\/A\/”\v/\\/ﬁ\
__ __ N
H
50 j\:SfNHz
0o

N-(17-Linoleoyloxy-linoleoyl)-glutamin (50):
Retentionszeit: 44.8 min

APCI-MS m/z (%): [M+H]* 687 (100), 407 (18), 261 (1),147 (1).

N-(17-Oleoyloxy-linoleoyl)-glutamin (51):

(o]
o/u\,/\\/”\v/“\,/==\\/”\\/ﬁ\v/\\,/
/J\»/“\//__\»/’_“\¢/\\/A\¢/\\/ﬁ\0 B
Retentionszeit: 50.6 min T Hj\:S,
51 NH;
(0]
APCI-MS m/z (%): [M+Na]* 712 (12), [M+H]" 689 (100), 672 (5), 407 (16), 261 (2),
147 (2).

6.9.2 Bestimmung der Doppelbindungspositionen durch
Ozonolyse

N-(17-Acyloxy-acyl)-glutaminkonjugate aus 500 pl Regurgitat von S. exigua Larven
wurden per HPLC gereinigt. Dazu wurde eine Fraktion bei 40 min - 44 min
gesammelt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und der Rickstand im Hochvakuum
getrocknet. Der Ruckstand wurde in 200 pl in trockenem Methanol geldst und 5 min
bei —78 °C ozonolysiert (15 mg Ozon/min).'" Zum Reduzieren wurden 200 pl
Dimethylsulfid zur Lésung gegeben, nach 5 min wurde das Methanol im Argonstrom

entfernt, mit CH2N; derivatisiert und die Proben per GC-MS analysiert.
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GC-MS Bedingungen:
GC-Saule: Alitech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 um; Tragergas: Helium; konstanter

Druck: 30 kP; splitless Modus; Injektortemperatur: 280 °C; Temperaturprogramm: 50
°Cin 10 °C/min 100 °C in 5 °C/min 300 °C 5 min.

9-Oxononansaure-1-methyl-5-oxopentylester

(53): Owo
EI-MS m/z (%): 155 (100), 115 (24), 109 (48), 99 P
(88), 81 (90), 69 (35), 67 (26), 55 (81), 44 (40). 53

9-Oxononansaure-methylester (52):

ELMS m/z (%): 158 (7), 155 (18), 143 (26), 111 (39), o= > >y

87 (67), 83 (45), 74 (100), 59 (40), 55 (75). %2 °

HPLC-MS Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™'
Gradient A: H,O 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100
% B, 25 min 100 % B.

APCI-MS: Finnigan LCQ; APCI-lonenquelle, Verdampfertemperatur: 450 °C.

N-(9-Oxononanoyl)-L-glutamin (55): W/\j)\o on
Retentionszeit: 18.14 min . N
APCI-MS m/z (%): [M+H]* 301 (100), 283 (37) , 155 > NH,

(2).

6.9.3 Synthese von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-
glutamin (48)

6.9.3.1.1 Synthese von Nonandisaure-methylester-(2-trimethylsilylethyl)-ester
(65)
Zu 2 g (10 mmol) Nonandisduremono-

0 65 o]
methylester (66) in 10 ml trockenem J\/\/\/\/U\ SiMe
MeO o NS

CH.Cl,, wurden 80 mg DMAP und 2.1 g
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(15 mmol) 2-Trimethylsilylethanol!'?® "2 zugefiigt. Unter Riihren wurden in einer
Argonatmosphare bei 0 °C 2.3 g (11 mmol) DCC in 10 ml CH,Cl, zugefiigt.'** Nach
5 min Rihren bei 0 °C lasst man die Losung auf Raumtemperatur erwarmen und
ruhrt weitere 3 h. Der entstandene Harnstoff wurde abfiltriert. Die organische Phase
wurde mit 0.5 N Salzsaure extrahiert und danach mit gesattigter Natriumhydrogen-
carbonat Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet
und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde

durch Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Petrolether: Ethylacetat 9:1).
Ausbeute: 2.16 g (68 %)

IR (cm'1): 2951 m, 2857 w, 1735 s, 1437 w, 1355w, 1250 s, 1172 s, 1062 w, 938 w,
856 s, 838 s.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 0.02 (s, 9 H), 0.92-0.99 (m, 2 H), 1.22-1.36 (m,
6H), 1.52-1.65 (m, 4 H), 2.25 (t, J = 7.55, 2 H), 2.25 (t, J = 7.43, 2 H), 3.64 (s, 3 H),
4.10-4.16 (m, 2 H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = -0.84, 17.96, 25.51, 25.53, 29.53, 29.59,
34.68, 35.10, 52.08, 63.02, 174.58, 174.86.

EI-MS m/z (%): M* 302 (0.5), 287 (3), 259 (45), 243 (15), 227 (9), 215 (6), 209 (8),
185 (19), 183 (13), 173 (45), 171 (23), 159 (24), 146 (15), 129 (13), 117 (29), 75 (49),
73 (100), 59 (12).

HR-MS: C45H3004Si gefunden: M** 302.1911 berechnet: 302.1913.

6.9.3.2 Synthese von 9-Oxononansaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (64)
Zu 9.5 ml einer 3.5 M Natrium-dihydrido-bis- o 64 o
(2-methoxy)-aluminat Ldsung in 10 ml HJ\/\/\/\/”\O/\/SiMes
trockenem THF wurden unter Ruahren in

einer Argonatmosphare bei 0 °C 3.9 ml (36.6 mmol) N-Methylpiperazin langsam

zugetropft.' Die so vorbereitete Lésung wurde zur regioselektiven Reduktion
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eingesetzt. 1.5 g (5 mmol) Nonandisaure-methylester-(2-trimethylsilylethyl)-ester (65)
wurden in 20 ml THF unter Argonatmosphare bei - 50-70 °C gerihrt. Innerhalb einer
Stunde wurde die Reduktionldsung zugegeben. Der Reaktionskolben wurde langsam
auf - 20 °C erwarmt, wobei der Fortschritt der Reaktion standig per GC-MS
kontrolliert wurde. Die Reaktion wurde durch Extraktion mit 2 N HCI und
Dichlormethan abgebrochen. Nach Trocknen Uber Na,SO4 wurde das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt durch Saulenchromatographie

an Kieselgel gereinigt (Petrolether: Ethylacetat 9:1).
Ausbeute: 709.6 mg (47 %)

IR (cm™): 2949 s, 2936 s, 2859 m, 2823 w, 2718 w, 1727 s, 1459 w, 1414 w, 1375 w,
1350 w, 1250 s, 1173 s, 1100 w, 1059 w, 1041 w, 936 w, 864 w, 836 w.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 3 (ppm) = 0.03 (s, 9 H), 0.93-0.99 (m, 2 H ), 1.25-1.37
(m, 6 H), 1.55-1.66 (m, 4 H), 2.25 (t, J = 7.55, 2 H), 2.40 (dt, J = 1.89, J = 7.55, 2 H),
4.10-4.17 (m, 2 H), 9.74 (t, J = 1.89, 1 H).

C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = -0.83, 17.98, 22.64, 25.52, 29.56, 29.60,
29.64, 35.09, 44.50, 63.05, 174.57, 203.39.

EI-MS m/z (%): M* 272 (0.05), 257 (0.6), 245 (0.4), 243 (1), 229 (8), 211 (19), 201
(8), 199 (11), 173 (24), 155 (12), 131 (13), 129 (23),117 (21), 109 (14), 95 (8), 75
(56), 73 (100), 67 (12), 55 (13).

HR-MS: C14H28SiO3 gefunden: M** 272.1815 berechnet: 272.1808.

6.9.3.3 Synthese von (2S)-5-(1,3-Dioxolan-2-yl)-pentan-2-ol (69)

1.1 g (45 mmol) Magnesium Spane in 10 ml trockenem ho8
THF wurden mit 90 ul 1,2-Dibromoethan aktiviert. Bei /\/\)\/>
30-35 °C wurden 2.4 ml (20 mmol) 2-(Bromethyl)-1,3- 3¢ ©
dioxolan (68) zugetropft. Nach Abklingen der Reaktion wurde die Mischung auf —78
°C abgekuhlt, 0.75 g (3.7 mmol) CuBr.(Me,S) in 7 ml Me,S wurden zugetropft und

nQ
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1 h bei —78 °C geruhrt. 1 ml (15 mmol) (S)-Propylenoxid (67) wurde mit einer
gekuhlten Spritze zugetropft. Man lie3 die Lésung innerhalb von 3.5 h auf -30 °C
erwarmen. 20 h wurde weitergeriihrt, wobei man bis auf 0 ° C erwarmen lieR. '?® Es
wurde mit gesattigter NH4Cl Losung gequencht, mit CH,Cl, extrahiert, Uber Na;SO4
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt

wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt.
Ausbeute: 1.39 g (58 %)

IR (cm™): 3415 m (br), 2956 m, 2929 m, 2882 m, 1456 w, 1410 m, 1369 w, 1128 s,
1054 m, 1031 m, 943 m, 915 m, 845 w.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 1.18 (d, J = 6.23, 3 H), 1.42-1.53 (m, 4 H),
1.63-1.74 (m, 2 H), 1.80-1.86 (m, 1 H), 3.75-3.85 (m, 3 H), 3.93-3.97 (m, 2 H), 4.85

(t, J=4.72, 1 H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 20.83, 24.10, 34.38, 39.76, 65.52, 68.53,
105.20.

EI-MS m/z (%): [M-H]*" 159 (1), 143 (10), 129 (8), 112 (6), 99 (6), 83 (9), 81 (9), 73
(100), 71 (10), 69 (8), 57 (17).

HR-MS: CgH1503 gefunden: [M-H]™ 159.1019 berechnet: 159.1021.

6.9.3.4 Synthese von (4S)-Linolensaure-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-1-methyl-

butylester (70)
Zu einer gut gerthrten Losung von 1 o
\AF\/M/\/\)J\
3.8 mmol) Linolensaure (3) in 10 ? 0
g ( ) ( ) 70 W}

ml trockenem CH,Cl, wurden 100 mg

N,N-4-Dimethylaminopyridin und 450 mg (2.8 mmol) (2S)-5-(1,3-Dioxolan-2-yl)-
pentan-2-ol (69) zugefiigt. Bei 0 °C wurden 598 mg (2.9 mmol) DCC - gel6st in 5 ml
CH.Cl, - innerhalb von 2 min zugegeben.!'” Nach 5-miniitigem Rihren bei 0 °C

wurde die Kuhlung entfernt und weitere 5 h bei Raumtemperatur gerihrt. Der
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Harnstoff wurde abfiltriert, die Mischung mit 0.5 N HCI extrahiert und mit NaHCO3
Lésung gewaschen. Die organischen Phasen wurden Uber Na,SO,4 getrocknet und
das Ldsungsmittel der vereinigten organischen Phasen am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Chromatographie an Kieselgel gereinigt
(Petrolether : Ethylacetat 9:1).

Ausbeute: 637.3 mg (54 %)

IR (cm™): 3010's, 2932's, 2855's, 1730 s, 1652 w, 1460 m, 1373 m, 1245 m, 1181 s,
1135's, 1098 m, 1057 m, 1030 m, 938 m.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.97 (t, J = 7.49 , 3 H), 1.20 (d, J = 6.42, 3 H),
1.24-1.38 (m, 8 H), 1.38-1.72 (m, 8 H), 2.01-2.11 (m, 4 H), 2.26 (t, J = 7.49, 2 H),
2.86-2.76 (pt, 4 H), 3.80-3.87 (m, 2 H), 3.91-3.99 (m, 2 H), 4.83 (t, J = 4.64, 1 H),
4.90 (se, J = 6.23, 1 H), 5.27-5.45 (m, 6 H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 14.96, 20.61, 21.22, 25.72, 26.19, 26.28,
27.88, 29.79, 29.86, 30.26, 34.32, 35.37, 36.45, 65.53, 71.18, 105.03, 127.77,

128.37, 128.92, 128.94, 130.95, 132.62, 174.17.

EI-MS m/z (%): M*™ 420 (43), 305 (25), 277 (29), 261 (20), 143 (100), 108 (57), 101
(48).

HR-MS: C2sH4404 gefunden: M™ 420.3239 berechnet: 420.3240.

6.9.3.5 Synthese von (1S)- Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester (59)

750 mg (1.79 mmol) (4S)-Linolensaure- o
4-(1,3-dioxolan-2-yl)-1-methyl-butyl- e 9 0
ester (70) wurden in 50 ml THF gel6st 59

und 25 ml 6 N HCI bei 0 °C zugegeben.
Die Mischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurde 3-mal mit

CH.Cl, extrahiert, Uber Na;SO4 getrocknet und das Ldsungmittel im Vakuum
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entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel mit Petrolether : Ethylacetat 9:1

gereinigt.
Ausbeute: 561.8 mg (84 %)

IR (cm™): 3010 m, 2964 m, 2934 s, 2853 m, 2717 w, 1733 s, 1457 w, 1370 w, 1246
w, 1181 m, 1134 m, 1099 m, 715 w.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.95 (t, J = 7.55, 3 H), 1.19 (d, J = 6.30, 3 H),
1.37-1.21 (m, 8 H), 1.72-1.47 (m, 6 H), 2.10-1.97 (m, 4 H), 2.24 (t, J = 7.55, 2 H),
2.48-2.38 (m, 2 H), 2.81-2.73 (m, 4 H), 4.88 (qt, J= 6.3, J = 5.28, 1 H ), 5.42-5.24 (m,
6 H),9.74 (t, J= 1.51 ,1 H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.89, 18.63, 20.57, 21.20, 25.70, 26.21,
26.30, 27.86, 29.77, 29.81, 30.23, 35.32, 35.94, 44.15, 70.68, 127.81, 128.43,
128.94, 128.97, 130.91, 132.61, 174.05, 202.41.

EI-MS m/z (%): M** 376 (10), 277 (11), 261 (20), 135 (5), 129 (25), 121 (7), 108 (15),
99 (100), 81 (64), 69 (15), 67 (14), 55 (35).

HR-MS: Co4H4003 gefunden: M™ 376.2978 berechnet: 376.2978.

6.9.3.6 Synthese von (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure-(2-trimethylsilyl-
ethyl)-ester (62)

0.
Y\/\z/E/\/\/\/\n/ \/\SiMe3
O

o} 62

(0]

Zu einer Suspension von 661 mg (0.91 mmol) Propan-1,3-bistriphenylphosphonium-
bromid (60) in 15 ml trockenem THF wurden unter Rihren bei —78 °C 3.8 ml einer
0.5 M KN(SiMe3), Lésung in Hexan gegeben. Man lieR® die Lésung fur 10 min auf O
°C erwarmen, wobei eine tiefrote Farbung entstand. Nach Abkuhlen auf — 78 °C
wurden 338 mg (0.9 mmol) (1S)-Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester (59) in 3 ml

THF tropfenweise mit einer gekuhlten Spritze zugegeben. Die entstandene Mischung
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wurde innerhalb 1 h auf Raumtemperatur erwarmt und eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend wurde wieder auf — 78 °C gekuhlt und 245
mg (1 mmol) 9-Oxononansaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (64) in 2 ml THF
tropfenweise mit einer vorgekuhlten Spritze zugegeben. Nach Erwarmen auf Raum-
temperatur innerhalb 1 h wurde weitere 2 h bei Raumtemperatur gerUhrt.m” Nach
Reaktionsabbruch durch Zugabe einer gesattigten NH4CIl-Lésung wurde mit CH,Cl,
ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO4 getrocknet
und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde

durch Saulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether: Ether 95:5) gereinigt.
Ausbeute: 172 mg (26 %)

IR (cm'1): 3010 m, 2928 s, 2855 m, 1734 s, 1455 w, 1377 w, 1245 m, 1172 m, 1135
w, 856 m, 833 m, 696 w.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.04 (s, 9 H), 0.96-1.00 (m, 2 H), 0.97 (t, J =
7.43, 3 H), 1.20 (d, J = 6.30, 3 H), 1.23-1.67 (m, 24 H), 1.97-2.12 (m, 8 H), 2.26 (t, J
= 7.55, 2 H), 2.27 (t, J = 7.55 2 H), 2.76 (pt, J = 5.79, 2 H), 2.80 (pt, J = 6.04, 4 H),
4.11-4.19 (m, 2 H), 4.85-4.95 (m, 1 H), 5.25-5.45 (m, 10 H).

C-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = -0.81, 1.71, 14.97, 18.02, 20.74, 21.25,
25.77, 26.12, 26.22, 26.31, 27.65, 27.90, 29.82, 29.88, 30.28, 35.22, 35.41, 36.24,
63.06, 71.24, 127.81, 128.41, 128.52, 128.94, 128.97, 129.06, 129.23, 130.17,
130.29, 130.79, 130.91, 130.96, 132.65, 174.19, 174.72.

EI-MS m/z (%):M* 656 (2), 629 (26), 614 (6), 351 (83) 350 (100), 349 (42), 335 (55),
321 (7), 308 (11), 294 (7), 278 (67), 277 (51), 261 (46), 243 (9), 236 (14), 196 (25),

163 (16), 135 (48), 121 (44).

HR-MS: C41H7,04Si gefunden: M** 656.5176 berechnet: 656.5199.
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6.9.3.7 Synthese von (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure (63)

\(V\:/\:/\/\/\/\(OH
0 O

o 63

100 mg (0.15 mmol) (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester
(62) in 2.5 ml THF wurde mit 2 ml Tetrabutylammioniumfluorid-L6sung (1M in THF)
iiber Nacht gerihrt.'” Nach Ansduern mit 10 ml 2 N HCI wurde (17S)-17-
Linolenoyloxy-linolsaure (63) 3-mal mit CH»Cl, extrahiert. Die organischen Phasen
wurden Uber Na,SO4 getrocknet und das LOsungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Rohprodukt wurde durch RP18 MPL-Chromatographie (H,O/MeOH 1:3,
100 % MeOH) gereinigt.

Ausbeute: 51.7 mg (62%)

IR (cm™): 3010 m, 2964 s, 2928 s, 2855 s, 1734 s, 1711 s, 1460 m, 1373 w, 1245 m,
1181 m, 1130 m, 1085 w, 719 m.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 0.98 (t, J = 7.53, 3 H), 1.20 (d, J =6.36, 3 H),
1.26-1.68 (m, 24 H), 2.00-2.17 (m, 8 H), 2.27 (t, J = 7.46, 2 H), 2.35 (t, J = 7.46, 2 H),
2.77 (pt, J = 5.77, 2 H), 2.81 (pt, J = 6.03, 4 H), 4.92 (se, J = 6.29, 1 H), 5.28-5.45
(m, 10 H).

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 14.94, 20.72, 21.26, 25.79, 25.76, 26.14,
26.26, 26.36, 27.68, 27.90, 27.93, 29.72, 29.75, 29.84, 29.88, 30.24, 30.30, 34.24,
35.45, 36.28, 71.32, 127.87, 128.47, 128.62, 128.99, 129.03, 129.29, 130.19,
130.89, 130.99, 132.68, 174.27, 177.58.

EI-MS m/z (%): M** 556 (28), 294 (10), 278 (100), 277 (55), 236 (18), 222 (12), 135
(20), 113 (39).

HR-MS: C3sHe0O4 gefunden: M™ 556.4481 berechnet: 556.4492.
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6.9.3.8 Synthese von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin
(48)

[0}

o

O. OH
H (@]
N NN NN

H

48 NH,

(0]
Zu 50 mg (0.10 mmol) (17S)-N-17-Linolenoyloxy-linolsaure (63) in 4 ml trockenem
THF wurden unter Argonatmosphare bei -10 °C 11 mg (0.11 mmol, 16 ul) NEt; und
12 mg (0.11 mmol, 11 pl) Chlorameisensaureethylester gegeben.!'®” Nach 5 min
wurde eine Ldsung von 30 mg (0.20 mmol) L-Glutamin in 2.8 ml 0.30 N NaOH
schnell zugegeben. Nach 5 min Ruhren wurde das Eisbad entfernt und 30 min bei
RT gerihrt.
Es wurde mit 2 N HCI angesauert und 3-mal mit CH,Cl, extrahiert. Die organischen
Phasen wurden uber Na;SO4 getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotations-

verdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde per RP-18 HPLC gereinigt.

HPLC-Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-4HE 250 x 8 mm, 5 um; Fluss: 2 ml/min; Laufmittel:
A: H,O 0.5 % AcOH, B: MeCN 0.5 % AcOH; HPLC-Programm: 1 min 30 % B,
Gradient in 10 min 100 % B, 15 min isokratisch 100 % B, in 5 min Gradient 30 % B, 5

min isokratisch 30 % B.
Ausbeute: 49.6 mg (72 %)

IR (cm™): 3429 m, 3327 m, 3210 w, 3013 w, 2959 m, 2927 s, 2858 m, 1731 m, 1657
s, 1542 w, 1455 w, 1423 w, 1260 m, 1188 w, 1098 w, 1026 w, 801 w.

"H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.98 (t, J = 7.53, 3 H), 1.20 (d, J = 6.17, 3 H),
1.23-1.67 (m, 24 H), 1.99-2.12 (m, 8 H), 2.15-2.22 (m, 1 H), 2.25 (t, J = 6.91, 2 H),
2.26 (t, J = 7.28, 2 H), 2.39-2.48 (m, 1 H), 2.55-2.64 (m, 1 H), 2.70-2.74 (m, 1 H),
2.76 (pt, J = 5.68, 2 H), 2.80 (pt, J = 5.80, 4 H), 4.47 (g, J = 6.09, 1 H), 4.91 (s, J =
6.32, 1 H), 5.27-5.44 (m, 10 H), 5.97 (br, 1 H), 6.32 (s, br, 1 H), 7.08 (br, 1 H).
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BC-NMR (125 MHz, CDCls): 3 (ppm) = 177.23, 175.42, 174.33, 173.85, 132.68,
130.99, 130.90, 130.20, 129.29, 129.04, 129.00, 128.62, 128.48, 127.87, 71.37,
53.22, 37.34, 37.09, 36.26, 32.62, 30.30, 29.90, 29.88, 29.84, 29.82, 28.34, 27.68,
26.37, 26.36, 26.27, 26.20, 26.12, 25.80, 21.26, 20.72, 14.93.

APCI-MS m/z (%): [M+H]" 685 (100), 667 (5), 407 (16), 261 (2), 147 (1), 130 (1).
HR-ESI-MS: C41HsgN2Og gefunden: [M+H]" 685.5143, berechnet: 685.5155.

6.9.4 Synthese von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-L-
glutamin (47)

47 NH;
0 o

0.25 mg Volicitin (19) und 0.5 mg Linolensaure (3) wurden in 2 ml wasserfreiem
Decan 2 d in Gegenwart von 100 mg Lipase (Porcine Pancreas Lipase Typ Il) bei
Raumtemperatur geriihrt.['?%

LC-MS Analyse der Probe ergab, dass N-(17-Linolenoyloxy)-linolenoyl-L-glutamin
(47) in ca. 5 % Ausbeute im Vergleich zum eingesetzten Volicitin (19) durch die
Lipase gebildet wurde. Retentionszeit und APCI-Massenspektrum der Verbindung

(47) waren identisch mit dem aus Regurgitat isolierten Naturstoff.

6.10 Identifizierung von N-(17-Phosphonooxy-acyl)-

glutaminen

Bei der Analyse von Regurgitat von S. exigua Larven wurde im mittelpolaren Bereich
des HPL-Chromatogramms bei 22 min kurz vor Volicitin (19) ein breiter Peak
gefunden, der charakteristische lonen fur Volicitin (19) und N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-
glutamin (20) aufwies. Bei genauerer Analyse konnten in dem Peak zwei
Verbindungen identifiziert werden. Die lonen m/z = 503 und 505 konnten unter
schonenden ESI-Bedingungen als Quasimolekularionen der Verbindungen 75 und
76 identifiziert werden. Mit Hilfe von negativ ESI-MS-MS wurden diese Verbindungen

unter Berucksichtigung ihrer biologischen Herkunft als N-(17-Phosphonooxy-
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linoleoyl)-glutamin ~ (75) und  N-(17-Phosphonooxy-linolenoyl)-glutamin  (76)
identifiziert.

LC-MS Bedingungen:

HPLC-saule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™";
Gradient A: H20 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100
% B, 15 min 100 % B.

APCI-MS: Finnigan LCQ; APCI-lonenquelle, Verdampfertemperatur: 450 °C.

ESI-MS Finnigan LCQ

Micromass Quattro |l

N-(17-Phosphonooxy-linoleoyl)-glutamin (75):
APCI MS m/z (%): [M+H]" 505 (100), 487  wo_p"

"~ o OQ_-OH
N
H

(8), 407 (19), 261 (1), 147 (1). d _

75 0
ESI-MS m/z (%): [M+H]* 505 (100).

ESI-MS-MS des [M+H]" 505; Kollisionsenergie 20 %; m/z (%): 407 (100), 390 (14),
261 (3),147 (1)

ESI-MS-MS m/z (%): [M-H] 503 (100), 97 (20), 79 (31).

N-(17-Phosphonooxy-linolenoyl)-glutamin (76):
APCI-MS m/z (%): 405 (100), 388 (17),

259 (2), 147 (1). Ya/a/a/\/\/\)]\”
76

H

O\\P/O
7\

(o]

NH,

ESI-MS m/z (%): [M+H]* 503 (100), 405
(42).

ESI-MS-MS des [M+H]" 503; Kollisionsenergie 20 %; m/z (%): 405 (100), 388 (9),
147 (1)

ESI-MS-MS m/z (%): [M-H] 501 (100), 403 (45), 145 (4), 97 (79), 79 (27).
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Zum Vergleich wurde ein Standard aus Ricinolsdure-L-glutamin mit SO3-DMF?%”]

N-(12-Sulfooxy-ricinoleoyl)-L-glutamin dargestellt.

N-(12-Sulfooxy-ricinoleoyl)-L-glutamin:

Retentionszeit: 22.3 min
APCI-MS m/z (%): [M+H]* 507 (2), 427 (37), 409 (100), 391 (19), 263 (5), 147 (3).

ESI-MS-MS m/z (%):[M+H] 505 (11), 425 (100), 145 (66), 97 (79), 80 (11).

6.11 Versuche zur Biosynthese von N-Acyl-glutaminen
6.11.1 Einfluss des Substratangebots auf die Bildung von N-Acyl-

aminosaurekonjugaten

0.5 g Palmitinsdure oder [2,3-?H.]-Phenyldodecensaure wurden zusammen mit 0.5 g
Glutamin (24), 5 g Agar und 50 ml Wasser aufgekocht. Diese kunstliche Diat wurde
S. littoralis Larven zum Fressen angeboten. Nach mehreren Stunden (ca. 5-10 h)
wurde den Raupen Regurgitat abgenommen und wie beschrieben per LC-MS
untersucht. Die verfutterten Fettsauren wurden bereitwillig zu N-Acyl-glutaminen
umgesetzt. Ein Angebot von anderen Aminosauren als Glutamin hingegen flhrte zu
keinem nennenswerten Einbau.

Diese starke Abhangigkeit der Bildung von N-Acyl-glutaminen vom Fettsdureangebot
wurde auch bei Verfutterung unterschiedlicher Didten beobachtet. So fuhrte eine aus
Weizenkeimen bestehende Diat in erster Linie zur Bildung von N-Linoleoyl-L-
glutamin (22) und von N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (20), wohingegen nach
Fral einer Diat, die auf Bohnen basiert, hauptsachlich N-Linolenoyl-L-glutamin (21)

und Volicitin (19) gefunden wurden.
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6.11.2 Bildung von N-Acylaminosaurekonjugaten durch Darmbak-
terien aus dem Regurgitat von Lepidoptera Larven und
Manduca sexta Larven

Von S. exigua und A. segetum Larven wurden jeweils etwa 50 pl Regurgitat

gesammelt und nach Verdinnen mit 200 pl Wasser auf LB- und BHI-Platten (Brain

Heart Infusion Agar; CM 225, Oxoid, Basingstoke/England) ausgestrichen. Nach ca.

zweitagiger Inkubation bei 27 °C wurden Kolonien der entstandenen Bakterien-

mischkultur in ein Eppendorf-Réhrchen uberfuhrt, mit 500 pl BHI-Medium versetzt
und mit 1-2 mg L-Glutamin (24) und 1 pl Linolensaure (3) 5 h inkubiert. Bei der
anschliellenden LC-MS Analyse wurde N-Linolenoyl-L-glutamin (21) gefunden.

In gleicher Weise wurde etwa 50 pl Regurgitat von M. sexta Larven gesammelt, mit
200 pl Wasser verdunnt und auf einer BHI Platte ausgestrichen. Nach zwei Tagen
bei 27 °C wurden Kolonien der entstandenen Bakterienmischkultur in ein Eppendorf-
Roéhrchen Gberfuhrt, mit 500 pl BHI-Medium versetzt und mit Glutamin (24) bzw.
Glutamat und Linolensaure (3) 5 h inkubiert.

Die Losung wurde wie beschrieben per LC-MS untersucht. Sowohl bei Inkubation mit
Glutamat als auch mit Glutamin (24) liel3 sich N-Linolenoyl-L-glutamat (25) nach-

weisen.

6.11.3 Isolierung von Mikroorganismen aus dem Darm von Lepi-

doptera Larven

Zur Isolierung der Mikroorganismen aus dem Darm von Raupen wurden die Larven
unter sterilen Bedingungen in einer Laminarbox mit 70 % Ethanol 2 Sekunden
gewaschen, um Kontaminationen von Bakterien auf der Oberflache der Larven zu
entfernen. Die Larven wurden unter einem Stereomikroskop seziert. Praparierte
Darmproben wurden in Eppendorf Réhrchen mit 210 pl NaCl Lésung (0.9 % g/v)
uberflhrt.

100 pl dieser Losungen wurden auf BHI Medium ausplattiert und bei 20 °C unter
aeroben Bedingungen inkubiert. Nach 7 Tagen wurden einzelne Kolonien nach
morphologischen Kriterien wie KoloniegroBe, Farbe und Oberflachenstruktur

ausgewahlt.
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Die Mikroorganismen wurden auf BHI-Agar, einem nahrstoffreichen Medium, zur
Kultivierung von Mikroorganismen ausplattiert. FUr die Inkubationsversuche wurde
BHI Flissigmedium mit den Bakterien mittels Zahnstocher oder Impfése inokuliert
und bei 28 °C im Schittler Gber Nacht angezogen.

Fir Mikroansatze wurden Eppendorf-Réhrchen (2 ml) mit einem luftdurchlassigen

Deckel verwendet, um die Sauerstoffversorgung der Organismen zu gewahrleisten.

6.11.4 Biosynthese von N-Acyl-glutaminen durch Mikro-
organismen

Zu 1.0 ml einer Bakteriensuspension im BHI Medium wurden 3.6 pumol der Fettsaure
und 6.8 pmol L-Glutamin (24) gegeben und anschliefend bei 28 °C bzw. 37 °C
geschittelt.

In Kontrollexperimenten wurden autoklavierte Kulturen und BHI Medium mit
Linolensaure (3) (1-2 mg) und L-Glutamin (24) (2 mg) versetzt und unter gleichen
Bedingungen inkubiert. 20 pl Proben wurden nach 1 h, 5 h, 1 d, 2 d und 5 d
entnommen, mit 20 pyl Methanol versetzt, bei 13000 U/min fur 5 min zentrifugiert und

der Uberstand per LC-MS analysiert.

LC-MS Bedingungen:

HPLC-S&ule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min™
Gradient A: H20 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100
% B, 15 min 100 % B.

APCI-MS: Finnigan LCQ, APCI-lonenquelle, Verdampfertemperatur: 450 °C.

6.11.5 Wachstumskurve der Mikroorganismen

Von den durch 16S-rRNA bestimmten Mikroorganismen wurde eine
Wachstumskurve aufgenommen. So war es moglich, einen Zeitpunkt zur
Substratzugabe fir die Versuche zur Produktion von N-Acyl-aminosaurekonjugaten
zu wahlen, bei dem der Grof3teil der Mikroorganismen sich am Ende der log-Phase
befand. Damit wurden halbwegs vergleichbare Werte erhalten, da die
Mikroorganismen zu diesem Zeitpunkt ahnliche metabolische Aktivitat zeigen sollten.
Zur Aufnahme der Kurve wurden die Mikroorganismen gleichzeitig in einer Multi-

Well-Plate bei 27 °C im BHI Medium angezogen. Nach jeweils einer Stunde
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Wachstum wurden je 100 pl Medium entnommen, in eine 96 Well-Plate Uberfuhrt und
mit 100 yl Wasser verdinnt. Mit einem ELISA Reader wurde die Zunahme der
Triibung durch Messung bei 600 nm bestimmt.*®®! Der GroRteil der Mikroorganismen
erreichte das Ende der Log-Phase nach etwa 10-12 h. Daher wurden bei den
Versuchen zur Konjugatbildung die Substrate nach 8 h zugegeben und weitere 4 h
inkubiert.
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Abbildung 47: Wachstumskurven der aus dem Darm von S. exigua Larven isolierten
Mikroorganismen (Erklarung der Abkurzungen: siehe Tabelle 3 und
Tabelle 4)

6.11.6 Vergleich des Potentials der Mikroorganismen zur Bildung
von N-Acyl-aminosauren

Um das Potential der isolieten Mikroorganismen, N-Acyl-aminosauren zu

synthetisieren, vergleichen zu kdnnen, wurden die Mikroorganismen unter moglichst

gleichen Bedingungen angezogen. Die Mikroorganismen wurden nach Inokulation in

1 ml BHI Medium in Eppendorf R6hrchen mit luftdurchlassigem Deckel bei 28 °C 8 h

lang geschuttelt. Danach wurden 1 pl Linolensaure (3) und 1 mg L-Glutamin (24) zu
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den Mikroorganismen gegeben und weitere 4 h unter Schutteln inkubiert (Erreichen
des Endes der Log Phase; siehe Abbildung 47). 100 ul Proben wurden entnommen
und mit 1 pl methanolischer N-Phenyldodecanoyl-L-glutamin Lésung (1pg/ml) sowie
100 pl Methanol versetzt. Es wurde 5 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde per LC-MS analysiert (Injektionsvolumen: 30 pl). Die Menge an
von dem Mikroorganismen gebildeten Konjugaten wurde durch Peakflachenvergleich
der produzierten N-Acyl-aminosduren mit dem als Standard verwendeten N-[2-?H]-
Phenyldodecanoyl-L-glutamin quantifiziert (siehe Abbildung 31). Uber 70 % der 26
untersuchten Mikroorganismen aus dem Darm von S. exigua Larven produzierten
N-Acyl-aminosauren. Es wurden grofle Schwankungen hinsichtlich der Menge an
gebildeten Konjugaten der gleichen Stamme bei unterschiedlichen Versuchen

festgestellt.

LC-MS Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil ODS-3 CP 120 mm x 2 mm, 3 um; Flussrate: 0.2 ml min”’
Gradient A: H,O 0.5 % AcOH B: MeCN 0.5 % AcOH; 3 min 100 % A, in 27 min 100
% B, 15 min 100 % B.

APCI-MS: Finnigan LCQ, APCI-lonenquelle, Verdampfertemperatur: 450 °C.

6.11.7 Substratspezifitat der Mikroorganismen bei der Bildung von
N-Acyl-aminosaurekonjugaten
Die Substratspezifitdt der Mikroorganismen wurde bei den Stammen Providencia
rettegri, Ochrobactrum sp., Myroides odoratus und Acinetobacter sp. Genospezies
11 untersucht. In einer Versuchsreihe wurden den Stdmmen gesattigte und
ungesattigtte Fettsduren angeboten: geradkettige gesattigte Fettsduren von C-8 bis
C-18, Heptadecansaure, sowie Olsure, Linolsdure und Linolensiure (3) in einer
Konzentration von insgesamt 2 mg/ml. Nach 1 d Inkubation wurden Proben
entnommen und per LC-MS analysiert. Alle untersuchten Fettsduren wurden von den
Mikroorganismen mit Glutamin konjugiert. Eine nur leichte Praferenz liel3 sich fur
ungesattigte C18-Fettsauren feststellen. Zum Studium des Einbaus der Aminosauren
wurden je 3 Aminosauren in einer Konzentration von 1 mg/ml zusammen mit je 1 pl
Linolenséaure, Linolsdure und Olsdure den Mikroorganismen angeboten. Von den 20

natirlichen Aminosauren wurden alle bis auf Asparagin eingebaut, wobei Glutamat
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und Aspartat allerdings nur schlecht von den Mikroorganismen zu N-Acyl-glutamaten

bzw. N-Acyl-aspartat umgesetzt wurden.

6.11.8 LC/APCI-MS Daten von N-Acyl-aminosaurekonjugaten

Zur leichteren Identifikation wurden von samtlichen natirlichen L-Aminosauren

Konjugate mit Linolensaure (3) nach der bei der Synthese von N-Linolenoyl-L-

glutamin (21) beschriebenen Methode der gemischten Anhydride hergestellt (siehe

6.6.1).
HPLC Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-3 CP, 3 um, A: H20 0.5 % AcOH; B: CH3CN 0.5 %
AcOH, Flussrate: 0.2 ml/min; 0 % B 3 min, in 27 min 100 % B, 100 % B 15 min

Tabelle 10: N-Acyl-glutaminkonjugate unterschiedlicher Kettenlange

Konjugat Retentionszeit APCI-MS [M+H]"
N-Octanoyl-L-glutamin 20.30 min 273
N-Decanoyl-L-glutamin 23.02 min 301
N-Dodecanoyl-L-glutamin 25.6 min 329
N-Tetradecanoyl-L-glutamin 28.5 min 357
N-Palmitoyl-L-glutamin 31.6 min 385
N-Heptadecanoyl-L-glutamin 33.2 min 399
N-Stearoyl-L-glutamin 34.7 min 413

Tabelle 11: N-Acyl-glutaminkonjugate ungesattigter C-18 Fettsduren und Volicitin (19)

Konjugat Retentionszeit APCI-MS
N-Oleoyl-L-gutamin (23) 28.6 min 411, 265, 147
N-Linoleoyl-L-glutamin (22) |30.2 min 409, 263, 147
N-Linolenoyl-L-glutamin (21) | 32.2 min 407, 261, 147

Volicitin (19) 22.9 min 423, 405, 388, 259, 147

Tabelle 12: N-Linolenoyl-aminosdurekonjugate
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Konjugat Retentionszeit APCI-MS
N-Linolenoyl-L-glycin 30.8 min 336, 261
N-Linolenoyl-L-alanin 31.5 min 350, 332, 305, 261
N-Linolenoyl-L-valin 33.0 min 378, 361, 333, 261, 118
N-Linolenoyl-L-isoleucin 33.8 min 392, 347, 374, 261, 132
N-Linolenoyl-L-lysin 25,5 min 407, 261, 147
N-Linolenoyl-L-glutamin (21) |28.9 min 407, 389, 261, 147,130
N-Linolenoyl-L-glutamat (25) |29.3 min 408, 390, 261, 148
N-Linolenoyl-L-asparagin 28.5 min 393, 376, 261, 133
N-Linolenoyl-L-arginin 25.1 min 435, 261
N-Linolenoyl-L-phenylalanin | 33.8 min 426, 409, 261, 166, 120
N-Linolenoyl-L-tyrosin 30.9 min 442, 425, 261, 182, 165
N-Linolenoyl-L-tryptophan 31.4 min 479, 434, 261, 219
N-Linolenoyl-L-cystein 32.4 min 382, 364, 261, 122
N-Linolenoyl-L-threonin 30.6 min 380, 363, 261, 120
N-Linolenoyl-L-serin 29.8 min 366, 349, 302, 261, 106

Tabelle 13: N-Linolenoyl-dipeptide

Konjugat Retentionszeit | APCI-MS
N-Linolenoyl-glycyl-leucin 32.1 min 449, 431, 318, 290, 261
N-Linolenoyl-glutamyl-glycin 85 27.7 min 464, 446, 389, 261
N-Linolenoyl-B-alanyl-histidin 25.6 min 487, 469, 278, 261, 156,
110
N-Linolenoyl-alanyl-alanin 30.6 min 421, 332, 304
N-Linolenoyl-glutamyl-phenylalanin | 30.6 min 555, 537
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6.12 Untersuchungen zum Stoffwechsel der N-Acyl-
aminosauren

6.12.1 Herkunft der Glutaminkomponente in N-Acyl-glutaminen

S. exigua und S. frugiperda Raupen (3.-4. Larvalstadium) wurden 5-10 pul einer
wassrigen Aminosaureldsung ('*C-Aminosaure Mischung aus Algen, 12 mg/ml bzw.
[*Hs]-Glutamin und [*Hs]-Phenylalanin, jeweils 4 mg/ml H,O) in die Hamolymphe
injiziert. Injiziert wurde mit einer Mikroinjektionsnadel seitlich am Hinterteil der Raupe
bei den letzten Beinpaaren. Nach der Injektion wurde 10 s gewartet und dann die
Nadel vorsichtig herausgezogen. Um orale Aufnahme von Resten der
Injektionslésung auszuschlieffen, wurde die Raupe mit Wasser gewaschen und
kontrolliert, dass die Wunde verschlossen war. Nach 2 h, 4 h, 6 h und 18 h Fral} auf
Kunstnahrung wurde Regurgitat gesammelt und wie beschrieben mit LC-MS
analysiert. Der Einbau an markierten Glutamin (24) wurde durch Vergleich der

Peakflachen des [M+H] lons bestimmt:

Tabelle 14: Einbau von markiertem Glutamin (24) in Volicitin (19) und in N-Linolenoyl-L-

glutamin (21)

Konjugat 2h 4 h 6 h
['°Cs]-Volicitin/Volicitin (19/[**C5]-19) 26% [53% |20 %
N-Linolenoyl-L-glutamin/N-Linolenoyl-L-["°Cs]-glutamin 34% (3.7% | 11%

(21/[*Cs]-21)

Konjugat 3h 6 h 18 h
[*Hs]-Volicitin/Volicitin (19/[*Hs]-19) 1.5% [20% [0 %
N-Linolenoyl-L-glutamin/N-Linolenoyl-L-[*Hs]-glutamin 4% [39% |0%

(21/[*Hs]-21)

Volicitin (19):
APCI-MS m/z: [M-H,0]" 405, 387, 259, 147, 130.

[®Hs)-Volicitin ([*Hs]-19) bzw. ['*Cs]-Volicitin ([**C5]-19):
APCI-MS m/z: [M-H,O]* 410, 392, 259, 152.
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N-Linolenoyl-L-glutamin (21):
APCI-MS m/z: [M+H]" 407, 389, 261, 147, 130.

N-Linolenoyl-L-[?Hs]-glutamin [?Hs]-21 bzw. Linolenoyl-[*Cs]-L-glutamin ([**Cs]-
21):
APCI-MS m/z: [M+H]" 412, 394, 261, 152.

Konjugate mit anderen Aminosauren wurden nicht gefunden.

Analyse freier Aminosauren im Darm von S. exigua Larven

Zur Analyse der freien Aminosauren im Darm wurden 40 pl Regurgitat von S. exigua
Larven mit 40 yl Methanol versetzt und 5 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein GC-Glaschen uberfilhrt und das Ldsungsmittel wurde im
Argonstrom entfernt. Der Rlckstand wurde mit 20 pl MSTFA bei 40 °C 1 h
derivatisiert. 1.0 ul dieser Probe wurde ins GC-MS injiziert.

GC-MS-Bedingungen:

Finnigan, Trace MS, GC-Saule: Optima 5 MS, 15 m x 0.25 mm, 25 ym, Macherey &
Nagel, D-52313 Ddren, Deutschland; Tragergas: Helium: 3 ml/min;
Injektortemperatur: 280 ° C; splitless Modus; Temperaturprogramm: 50 °C 10 °C
min™" bis 100 °C, 5 °C min™" bis 300 °C, 5 min 300 °C.

Als Referenzverbindungen wurden Aminosauren mit MSTFA derivatisiert und unter
identischen Bedingungen per GC-MS analysiert. Abgesehen von Glutamin bzw.
Glutamat, nachgewiesen als MSTFA Derivate, lieRen wenige andere Aminosauren in
groRerer Menge im Darm von S. exigua Larven nachweisen. Nach Injektion der

13C-Aminos'aiuremischung wurden allerdings grof3ere Mengen an Serin gefunden.
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6.12.2 Versuche zur Gewinnung mikroorganismenfreier Raupen

6.12.2.1 Versuch, mikroorganismenfreie Raupen durch Futterung von
Antibiotika zu gewinnen

Da sich in Vorversuchen konventionelle Antibiotika wie Chloramphenicol, Ampicillin

und sogar Vancomycin als wenig wirksam gegen die Darmbakterien der Raupen (S.

exigua, S. frugiperda, S. littoralis) gezeigt hatten, wurde Fosmidomycin (86)

verwendet, das Andreas Jux synthetisiert hatte.!'®

S. frugiperda und S. exigua Larven wurden ab dem 2. Larvalstadium in einen

Exsikkator mit abgeschnittenen Limabohnenpflanzen gesetzt, die zuvor 1 d mit

Fosmidomycin Losung (0.05 mg/ml-0.2 mg/ml) vorinkubiert worden waren.

Als Kontrolle wurden parallel S. frugiperda bzw. S. exigua Larven auf unbehandelten

Bohnenpflanzen gehalten.

Jeden Tag wurden 5 ul Regurgitatproben gesammelt, mit 5 ul 100 pg/ml N-([*H]-

Phenyldodecanoyl)-L-glutamin (84) bzw. Linolenoylvalin als Standard versetzt, und

per LC-MS untersucht. Nur bei den S. frugiperda Larven konnte eine kontinuierliche

Reduktion der N-Acyl-glutaminkonjugate auf etwa 1/10 — 1/25 der urspringlichen

Konzentration gefunden werden. Dieser Versuch wurde 3-mal unabhangig

voneinander durchgefuhrt und jeweils Gber mehrere Tage Proben untersucht.

Tabelle 15: Abnahme von N-Acyl-glutaminen im Regurgitat von S. frugiperda Larven

Versuchs- | Volicitin (19) N-Linolenoyl- Volicitin (19) N-Linolenoyl-
Dauer Kontrolle / [0.5 glutamin (21) Fosmidomycin/ | glutamin (21)
mg/ml] Kontrolle / [0.5 mg/ml] Fosmidomycin /
[0.5 mg/mi] [0.5 mg/ml]
7d 7.65 4.65 0.31 1.04
6d 5.84 1.76 0.53 1.49
3d 3.92 3.24 0.46 0.47
6d 0.85 0.39 0.52 0.08
5d 13.03 6.8 0.04 0.16
4d 5.05 2.83 0.03 0.06
Mittelwert | 6.06 3.28 0.32 0.55

Bei einem weiteren Versuch wurde eine drastische Abnahme der Konjugate auch in
der Kontrollgruppe beobachtet. Dieses Phanomen, dass die N-Acyl-
glutaminkonjugate im Regurgitat plotzlich praktisch vollstandig fehlen, wurde zuvor

bereits von Verena Jung beobachtet.!"®?!
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6.12.2.2 Versuch, mikroorganismenfreie Larven durch Oberflachen-
sterilisation der Gelege und sterile Aufzucht zu erhalten

Eier von S. exigua Raupen wurden mit Peressigsaure sterilisiert und einzeln in
verschlossenen, mit Kunstnahrung versetzen Réhrchen im Labor von Dr. Dillon (Bath
University, England) aufgezogen. Die Sterilitdt der aufgezogenen Larven wurde
durch Verweilen der Raupen auf sterilen Agarplatten (auf denen sich vorhandene
Mikroorganismen entwickeln kdnnten) kontrolliert. Die sterilen Larven wurden lebend
von Bath nach Jena transportiert bzw. geschickt. Zu den Regurgitatproben wurde die
gleiche Volumenmenge einer N-([*H]-Phenyldodecanoyl)-L-glutamin (84) L&sung
(100 pg/ml) als Standard gegeben und mit 20 pl Methanol versetzt. Nach dem
Zentrifugieren wurden die Proben sofort per LC-MS analysiert. Zur Kontrolle wurde
Regurgitat von unbehandelten S. exigua Larven, die mit der gleichen Diat wie die

axenischen Larven ernahrt wurden, per LC-MS analysiert.

Tabelle 16: N-Acyl-glutaminkonjugate im Regurgitat von S. exigua Larven nach
Oberflachensterilisation der Eier im Vergleich zum Regurgitat unbehandelter S.

exigua Larven

Volicitin OHLAGIn |LEAGIn | LAGIn | LEAOLEAGIn | LEAOLAGINn | Summe
(19) (20) (21) (x |(22) (x| (47) (x 100 (48) (x 100

(x 100 |(x 100 pg/ml)| 100 100 pg/ml) pg/ml)

pHg/ml) pg/ml) | pg/ml)
oberflachen- [0.24 0.52 0.42 217 |0 0 3.35
sterilisiert
oberflachen- [0.11 0.21 0.07 053 |0 0 0.9
sterilisiert
oberflachen- [0.04 0.07 0 0.02 |0 0 0.13
sterilisiert
oberflachen- (0.1 0.23 0 0.03 |0 0 0.36
sterilisiert
oberflachen- [0.04 0.14 0.04 045 |0 0 0.67
sterilisiert
oberflachen- [0.08 0.42 0 010 |0 0 0.6
sterilisiert
oberflachen- [0.06 0.26 0.05 0 0 0 0.37
sterilisiert
Kontrolle 0.21 0.69 0.06 0.41 0 0 1.37
Kontrolle 0.08 0.24 0.31 1.44 10.09 0,16 2.32
Kontrolle 0.15 0.41 0.08 0.56 (0.32 0.61 2.13




6 Experimenteller Teil 169

6.13 Anzucht von Limabohnen (Phaseolus lunatus)

Die Samen der Limabohnen Phaseolus lunatus Ferry Morse cv. Jackson Wonder
Bush stammten von der Landwirtschaftlichen Versuchsanstalt Limburgerhof der
BASF AG. Die Pflanzen wurden in GefalRen mit 5.5 cm Durchmesser auf eine etwa
5 cm dicke Erdschicht (sterilisierte Pflanzerde, Capriflor) gelegt und anschliel3end mit
einer etwa 1 cm dicken Erdschicht bedeckt. Nach 12-15 Tagen wurden die Pflanzen
far Versuche verwendet.

Die Anzucht erfolgte in einer Klimakammer bei 23 °C und 80 % Luftfeuchte und

einem 14 h Tag / 10 h Nacht Rhythmus mit einer Lichtintensitét von 270 pEm?s™.

6.14 Duftassay mit Limabohnen

10-15 Tage alte Limabohnen wurden mit einer scharfen Rasierklinge abgeschnitten
und sofort in eine wassrige Losung der zu testenden Substanz gestellt. Die
Pflanzenprobe wurde in einen Exsikkator gestellt, und der Exsikkator verschlossen.
Mit Hilfe einer Miniaturpumpe wurde das Luftvolumen des Exsikkators durch einen
Kohlefilter gepumpt, an dem die fliichtigen Duftstoffe adsorbiert wurden.?®¥ Nach 1
bzw. 2 d wurde der Versuch abgebrochen. Der Kohlefilter wurde aus der Pumpe
entnommen und 3-mal mit 10 pl CH.Cl, - versetzt mit 200 pg/ml Bromdecan als
Standard - eluiert. 1 ul der Probe wurde per GC-MS analysiert.

GC-Bedingungen: Alltech EC5, 15 m x 0.25 mm, 0.25 um, Tragergas: Helium,
Flussrate: 3 ml/min, Temperaturprogramm: 50 °C 2 min, 10°C/min 200°C, 30 °C/min
280 °C 1 min; Injektortemperatur 220 °C; Split: 1:10

6.14.1 Inkubation von Limabohnen mit N-Acyl-aminosaure-

konjugaten und Volicitin
Etwa 14 Tage alte Limabohnen (Phaseolus lunatus) wurden am Stiel abgeschnitten
und sofort mit 100 pg/ml Lésungen der Konjugate in Leitungswasser gestellt. Die
Bohnenpflanze wurde in einem 750 ml Exsikkator gesetzt. 1-2 d wurden die
Duftstoffe der Gasphase durch Adsorption an Kohlefilter gesammelt. Nach Elution
der Duftstoffe mit Dichlormethan wurden die Proben per GC-MS analysiert (siehe
6.14). Durch Vergleich der Peakflachen der Duftstoffe mit der Peakflache des

zugesetzten Standards (Bromdecan) konnte das Ausmal} der Induktion abgeschatzt
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bzw. mit den Messungen anderer Proben verglichen werden. In Tabelle 14 ist die
Menge der gebildeten Duftstoffe in Prozent der Peakflache des Duftstoffes zum
Standard angegeben.

Weder nach Inkubation von Limabohnen mit Volicitin (19) noch mit N-Linolenoyl-L-
glutamin (21) oder (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48) wurde Frei-

setzung von Duftstoffen bei der Limabohne beobachtet (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17 Ergebnisse der Induktion der Duftstoffe von Limabohnen durch N-Linolenoyl-L-

glutamin (21) bei verschiedenen pH-Werten (Einheit: % Peakflache

Duftstoff/Standard).
Verbindung Ocimen (9) (%) [Linalool (10)[ DMNT  (11)|MeSA (13)[TTMT (13)
(%) (%) (%) (%)
Volicitin 0 0 1,2 0 0
Volicitin 0 0 0 0 0
EpoxyLAGIn 0 0 1 0 0
EpoxyLAGIn 0 0 1 0 0
LEAOLAGIn 0 0 0 0 0
LEAOLAGIn 0 0 0 0 0
LEAOLAGIn 0 0 0 0 0
LEAGIn pH 7 0 0 7 68 23
LEAGIn pH 8 0 0 0 0 0
LEAGIn pH 8 0 0 1,3 7 0
LEAGIn pH 8 0 0 1 3,6 0,5
LEAGIn pH 8 0 0 1.5 9 2
LEAGIn pH 8 0 0 0.7 4 0.8
LEAGIn pH 9 0 0 0 0 0
LEAGIn pH9 0.5 0.8 8.7 20 10
LEAGIn pH 9 0 0 0 0 0
LEAGIn pH 10 0 0 0 0 0
LEAGIn pH 10 0 0 11 8 3
LEAGIn pH 10 0 0 12 50 27
LEAGIn pH 10 0 0 2 5 1

6.14.2 Inkubation von Limabohnen mit NaOH-, KOH- und NaCl-

Losungen
Das Regurgitat von Spodoptera Larven weist einen extrem basischen pH Wert von
etwa 10 auf. Um einen moglichen Einfluss des pH-Wertes auf die Duftstoffbildung in
Limabohnen zu prifen, wurden abgeschnittene Pflanzen 1 h in wassrige Lauge-
Lésungen (siehe Tabelle 18) gesetzt und danach in Leitungswasser gestellt.

Alternativ wurden die abgeschnittenen Limabohnen wahrend des ganzen Versuchs
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1 d in NaOH, KOH und NaCl-Lésungen gestellt. Duftstoffe wurden wie oben
beschrieben (siehe 6.14) gesammelt und analysiert. Zur Abschatzung des
Ausmales der Duftstoffinduktion wurden die Peakflachen der Duftstoffe mit dem
zugesetzten Standard (Bromdecan) verglichen. In Tabelle 18 ist die Menge der
gebildeten Duftstoffe in Prozent der Peakflache des Duftstoffes zum Standard

angegeben.

Tabelle 18: Duftstoffe der Limabohne nach Inkubation mit NaOH- bzw. KOH- und NaCl-
Lésungen (Einheit: % Peakflache Duftstoff/Standard).

Inkubationslésung Hexenylacetat | Ocimen | Linalool | DMNT MeSA | CigHO | TMTT
(16) (%) (9) (%) [(10) (%) | (11) (%) [(13) (%) | (%) [ (12) (%)
NaOH5% 1d 243 165 103 384 43 170 358
NaOH 5% 1h 0 19 30 193 7.5 63 65
NaOH 5% 1h 299 107 46 107 0 70 41
NaOH 5% 1 h 122 108 46 115 11 81 51
NaOH 5% 1h 300 9 107 11 41
NaOH 3 % 1h 32 2.50 33 264 26 195 71
NaOH 3 % 1 h 7 0 23 119 19 60 124
NaOH 3 % 1h 13 0 36 194 19 66 52
NaOH1% 1d 0 0 31 54 21 20 124
NaOH1% 1d 0 0 73 122 49 41 291
NaOH 1% 1d 5 0 29 99 10 22 145
NaOH 1% 1d 24 0 23 64 13 7 65
NaOH 1% 1d 14 0 50 158 35 45 152
NaOH pH 10 1d 59 0 0 43 31 22
NaOH pH10 1 d 0 0 0 50 27 46
NaOH pH 10 30 min 0 0 0 4 7 2
KOH 10 mg/ml 1 d 141 14 41 69 0 28 10
KOH 10 mg/ml 1d 132 0 5 53 0 12 3
NaCl 10 mg/ml 0 0 0 0 0 0 0
NaCl 20 mg/ml 30 min 0 0 0 0 0 0 0
NaCl 20 mg/mi 0 0 0 0 26 0 0
NaCl 20 mg/ml 0 0 0 0 0 0 0
NaCl 20 mg/mi
NaCl 20 mg/ml 0 0 0 18 46 0 21
NaCl 20 mg/ml 1 d 0 0 0 1,70 1 0 0
NaCl 20 mg/ml 1 d 0 0 0 38 70 0 37
NaCl 20 mg/ml 1 d 0 0 0 130 75 0 134
S. frugiperda 1 d 21 71 56 70 3,6 65 18
S. littoralis 1 d 0 46 0 50 1,3 17 57
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Bei hoher Laugekonzentration (1 %-ige Lésung entspricht pH 12.6) wurde bei allen
untersuchten Proben eine intensive Induktion der Duftstoffbildung festgestellt. Bei
Inkubation mit NaCl-Ldsung wurde nur gelegentlich eine Bildung von Duftstoffen
beobachtet.

6.14.3 Inkubation von Limabohnen mit Tris- und Mes-Puffer-

Idsungen bei verschiedenen pH Werten
Der Einfluss von basischen pH Werten auf die Physiologie der Limabohne wurde
durch Simone Bossi untersucht. Dazu wurde die Potentialanderung von
Limabohnenblattstiicken bei unterschiedlichen pH Werten verfolgt. Fir den Versuch
wurde eine gepufferte Losung bendtigt. Daher wurden Versuche mit 50 mM und 5
mM Mes (87) und Tris (88) Puffer zur Induktion der Duftstoffbiosynthese
durchgeflihrt. Abgeschnittene Limabohnenpflanzen wurden 1 d-1.5 d in

Pufferlésungen bei pH 6, 7, 8, 9, 10 bzw. 11 gestellt.

Tabelle 19: Duftstoffe der Limabohne nach Inkubation mit Mes-Puffer (Einheit: % Peakflache

Duftstoff/Standard).
Inkubationslésung | DMNT (11) (%) | MeSA (13) (%) | TMTT (12) (%)
Mes 5 mM pH 6 0 0 0
Mes 5 mM pH 6 11 28 6
Mes 5 mM pH 6 42 85 51
Mes 5 mM pH 9 20 10 6
Mes 5 mM pH 9 23 48 20
Mes 5 mM pH 9 15 18 9
Mes 5 mM pH 10 16 60 29
Mes 5 mM pH 10 2 92 40
Mes 5 mM pH 11 24 55 38
Mes 5 mM pH 10 0 0 0
Mes 50 mM pH 6 31 128 57
Mes 50 mM pH 6 23 84 39
Mes 50 mM pH 7 5 43 11
Mes 50 mM pH 7 29 122 55
Mes 50 mM pH 9 4 9 3
Mes 50 mM pH 9 6 11 9
Mes 50 mM pH 10 27 17 29
Mes 50 mM pH 10 9 47 7

Bei allen pH Werten konnten bei 50 mM Pufferkonzentration die Bildung
betrachtlicher Mengen an Methylsalicylat (13), DMNT (11) und TMTT (12)

nachgewiesen werden. Beim Mes (87) Puffer wurde bei pH 6 und 7 viel
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Methylsalicylat (13) gefunden, bei pH 11 besonders grolle Mengen an TMTT (12)
(siehe Tabelle 19).

Bei den Inkubationsversuchen mit abgeschnittenen Limabohnen und Tris-Puffer
wurden insbesonders bei einer Konzentration von 50 mM im Vergleich zum Mes-
Puffer eine wesentlich hdhere Duftstoffproduktion festgestellt.

Bei allen Versuchen wurde immer nur ein reduziertes Duftspektrum mit DMNT (11),
TMTT (12) und MeSA (13) erhalten. Die Menge der durch Puffer induzierten
Duftstoffe lag auch bei einer Konzentration von 5 mM und geeignetem pH-Wert

mindestens im Bereich der durch Raupenfrald induzierten flichtigen Stoffe.

Tabelle 20: Duftstoffe der Limabohne nach Inkubation mit Tris-Puffer (Einheit: % Peakflache

Duftstoff/Standard).

Inkubationslésung | DMNT (11) | MeSA (13) | TMTT (12)

(%) (%) (%)
Tris 5 mM pH7 2 4 1
Tris 5 mM pH7 1 11 3
Tris 5 mM pH9 0 0 0
Tris 5 mM pH9 0 0 0
Tris 5 mM pH 11 14 49 6
Tris 5 mM pH 11 14 51 0
Tris 50 mM pH 6 265 302 648
Tris 50 mM pH 6 114 92 406
Tris 50 mM pH 7 169 288 338
Tris 50 mM pH 9 205 267 667
Tris 50 mM pH9
Tris 50 mM pH11 78 166 64
Tris 50 mM pH11 167 222 585

6.14.4

Inkubation von Limabohnen mit BHI-Medium

Abgeschnittene Limabohnen wurden in 5 ml 100 mg/ml BHI-Medium Ld&sungen
gestellt und in einen 750 ml Exsikkator zur Sammlung von Duftstoffen mit der ,closed
loop stripping”“ Technik Uberfuhrt. Nach 1 d wurde der Versuch abgebrochen. Die
Kohlefilter wurden 3-mal mit je 10 pl Dichlormethan (versetzt mit 200 pg/ml
Bromdecan als Standard) eluiert und die Proben per GC-MS analysiert. Die
Bohnenpflanzen reagierten auf das BHI-Medium mit der Bildung von Duftstoffen. Die

Menge der gebildeten Duftstoffe ist in % im Vergleich zum Standard angegeben:
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Tabelle 21: Produktion von Duftstoffen nach Inkubation von Limabohnen mit 100 mg/ml

BHI-Medium (Einheit: % Peakflache Duftstoff/Standard).

Hexenylacetat (16) | Ocimen (9) | Linalool (10) | DMNT (11) | MeSA (13) | TMTT (12)
0% 0 20 % 56 % 15 % 196 %
10 % 2% 15 % 158 % 13 % 300 %

6.15 Tensideigenschaften von N-Acyl-aminosauren

Zur Charakterisierung ihrer Tensideigenschaften wurde die Oberflachenspannung
von wassrigen N-Acyl-aminosaure Losungen mit Hilfe eines Lauda TC1 Tensiometer
nach der Du Nolly Ringmethode®® bestimmt (sieche Tabelle 22). Durch Messung
von unterschiedlich konzentierten N-Linolenoyl-L-glutamin L&sungen konnte fur
N-Linolenoyl-L-glutamin (21) eine kritische Micellbildungskonstante (cmc) von etwa

10 pg/ml bestimmt werden.

Tabelle 22: Oberflachenspannung von N-Acyl-aminosauren

Verbindung Oberflachenspannung Konzentration
mN/m pg/mli
N-Oleoyl-L-glutamin (23) 31 100
N-Oleoyl-L-glutamat (27) 30 100
N-Linolenoyl-L-glutamin (21) 30 200
30 100
31 10
57 1
61 0.1
N-Palmitoleoyl-L-glutamin 29 100
N-Palmitoyl-L-glutamin 51 100
N-Myristoyl-L-glutamin 52 100
Wasser 72 -

Parallel dazu wurden die Tensideigenschaften des Regurgitates von Lepidoptera
Larven (S. exigua, S. littoralis, S. fugiperda und H. virescens) mit einer N-Linolenoyl-
L-glutamin Lésung (100 pg/ml) verglichen. Dazu wurden 3 pl der zu untersuchenden
Lésung auf Parafilm getropft und die Tropfengrolde unter einem Stereomikroskop mit
skaliertem Okular bestimmt.®! Regurgitattropfen und Tropfen der N-Linolenoyl-L-
glutamin Losung (100 pg/ml) wiesen identische Tropfendurchmesser auf (siehe
Tabelle 8).
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6.16 Black-Lipid-Membrane Assay

Der Black-Lipid-Membrane Assay dient der Untersuchung von Leitfahigkeits-
phanomenen an Membranen. Dazu wird die Bohrung einer Doppelkammerkuvette
mit einer kinstlichen Lipidmembran verschlossen. Beide Seiten der Kivette sind
Uber Salzbricken mit Ag/AgCl Elektroden verbunden, die Uber einen
hochempfindlichen Verstarker an ein Oszilloskop angeschlossen sind. Nach
Applikation einer Substanz in die mit Pufferldsung geflllten Kivetten und Anlegen
von Spannung wird untersucht, ob ein Stromfluss auftritt (siehe Abbildung 32).

Vor Beginn eines Experimentes wurde die Doppelkammerkivette mit Wasser,
Ethanol und Hexan grindlich gespdlt. Fur jeden Versuch wurden frische KCI-
Salzbricken verwendet. Die Kivetten wurden nach jedem Versuch mit Helmanex,
Methanol und Hexan gewaschen. Bei Bedarf wurde mit Chromschwefelsdure
gereinigt.

Zu Versuchsbeginn wird die Umgebung der Bohrung der Doppelkammerkuvette mit
0.5 % Dioleoylphosphatidylethanolamin in Hexan impragniert. Nach dem Trocknen
werden Magnetruhrer in die Kuvette eingesetzt und beide Kammern mit 3 ml 100 mM
KCI/20 mM Hepes-Losung (pH 7) geflllt. Die Kivette wird in den Halter des
Faradayschen Kafigs eingesetzt und beide Kammern mit Salzbricken mit je einer
100 mM NaCl Loésung, in die die Ag/AgCl Salzbricken eintauchen, leitend
verbunden. Mit einer im 90 °C Winkel gebogenen Spitze einer Eppendorfpipette wird
in die Bohrung der Doppelkammerkuvette eine 1.5 % Loésung des Lipids in Decan
aufgetragen. Die Ausbildung der Lipiddoppelschicht (Schwarzfarbung) wird durch ein
Okular verfolgt.

Nach SchlieRen des Faradayschen Kafigs, Rihren und ca. 5 min Wartezeit wird die
Leitfahigkeit und Kapazitat der Membran bestimmt.

Nach diesen Vorbereitungen wurde S. exigua, S. littoralis, S. frugiperda Larven
Regurgitat abgenommen. 2-10 pl des frischen Regurgitates wurden in eine Kammer
der Doppelkiivette gegeben.!"®?

Nach Anlegen von +60 mV Spannung wurden etwaige Veranderungen in der
Leitfahigkeit oder Kanaldffnungsereignisse am Oszilloskop verfolgt und per Software
gespeichert. Regurgitat aller untersuchten Lepidoptera Larven flihrte reproduzierbar

zur deutlicher Anderung der Leitfahigkeit und zu Kanal6ffnungsereignissen.
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Ahnliche Reaktionen wie mit Regurgitat von Raupen wurden auch nach Applikation
von Alamethicin,®® einem bekannten lonophor und Elicitor der Duftstoffbiosynthese

von Pflanzen, sowie mit gemorserter Blattmasse von Phaseolus lunatus, beobachtet.

6.17 Ein Alkaloid aus dem Regurgitat von Spodoptera

Larven: 8-Hydroxychinolin-2-carbonsaure (90)
Bei der Untersuchung von Regurgitat mittels LC-MS wurde eine Verbindung, die bei
19.3 min kurz vor Volicitin eluierte, untersucht. Die Verbindung zeichnete sich durch
ein UV-Spektrum mit Absorptionsmaximum bei 258 nm aus. Im APCI-MS wies sie 2
Peaks bei m/z = 162 (30) und 190 (100) auf. Nach Sammeln der Verbindung per
HPLC wurde sie fur die GC-MS Analyse mit Diazomethan methyliert.

HPLC Bedingungen:

HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-3 CP, 3 um; Laufmittel: A: H,O 0.5 % AcOH; B:
CH3CN 0.5 % AcOH, Flussrate: 0.2 ml/min; Gradient: 0 % B 3 min, in 27 min 100 %
B, 100 % B 15 min.

8-Hydroxychinolin-2-carbonsaure (90): X
Retentionszeit: 19.35 _
N

APCI-MS m/z (%): [M+H]* 190 (100), 162 (30). OH g9  OH

GC-MS Bedingungen:
GC-Saule: Alltech EC5 15 m x 0.25 mm, 0.25 um; Tragergas: Helium; konstanter

Druck: 30 kP; sp; Injektortemperatur 280 °C; Splitless Modus; Temperaturprogramm:
50 °Cin 10 °C/min 100 °C in 5 °C/min 300 °C isotherm 5 min.

EI-MS des methylierten Produktes:
8-Hydroxychinolin-2-carbonsauremethylester:

Retentionszeit: 16.32 min

EI-MS m/z (%): M™ 203 (87), 171 (53), 143 (100), 115 (58), 89 (36), 63 (23).
HR-EI-MS: C11HgNO3 gefunden: M™ 203.0573 berechnet: 203.0582.
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Mit Hilfe von Vergleichspektren und Referenzsubstanzen konnte die Verbindung als

8-Hydroxy-2-chinolincarbonsauremethylester identifiziert werden.

6.18 Untersuchungen zur Desaktivierung von Benzoe-

saure in Antennen von Bombyx mori

6.18.1 Herkunft und Haltung von B. mori

B. mori Puppen wurden von verschiedenen Ziuchtern bezogen: Instituto Sperimentale
per la Zoologia Agraria, Via de Colli 28, 1-35143 Padua, Italien; INRA-Unité nationale
séricicole, 25 Quai Jean-Jacques Rousseau, F-69350 La Mulatiére, Frankreich;
Worldwide Butterflies and Lullingstone Silk Farm, Sherborne, Dorset DT9 4QN und
von Neil Naish, 51 Justins Avenue, Stratford upon Avon, Warks CV37 ODF, England.
Zum Schlupfen wurden die Kokons bei 65 % relativer Luftfeuchtigkeit und 22 °C
gehalten. Die Adulten wurden bei 12 °C aufbewahrt. Die Versuche wurden bei 20 + 2
°C mit frisch abgeschnittenen Antennen 1 bis 3 d alter Motten durchgefihrt.
Abgeschnittene Antennen blieben bis zu 24 h aktiv, da man Signale einzelner

Rezeptorzellen aufnehmen konnte (Kaissling unpubliziert).

6.18.2 Beblasen von B. mori Antennen mit Benzoesaure

10 mg Baumwolle wurde mit 100 pg ["*C]-Benzoesaure ([**C]-92) getrénkt und in ein
Glasrohrchen gegeben (Lange 5.5 cm, Innendurchmesser 7 mm). Durch das
Roéhrchen wurden kurze LuftstoRe (10 s) mit einer Flussrate von 100 ml/s geblasen,
am Auslass des Rohrchens wurde so ein kontinuierlicher Fluss von 2.6 m/s erreicht.
Das Glasrohr wurde mit einem zweiten Glasrohr, in dem 20 Antennen plaziert waren,
verbunden. Die Menge der adsorbierten Benzoesaure (92) pro Antenne betrug 250

pg (s. d. = 64 pg, n = 4), was 1.2 x 10"? Molekiilen entspricht.

6.18.3 Inkubation der Antennen von B. mori mit Benzoesaure
In ein 1.5 ml Eppendorf-Réhrchen wurde 1 pg [*Hs]-Benzoesaure ([2Hs]-92) bzw.
['“C]-Benzoesiure (['*C]-92) geldst in 5 pl Aceton gegeben. Nach Verdampfen des

Lésungsmittels wurden 20 frisch abgeschnittene Antennen dazugegeben und die
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Antennen 30 min bzw. 20 h im geschlossenen Eppendorf-Réhrchen inkubiert.

Danach wurden die Antennen mit Chloroform Methanol 2:1 extrahiert.

6.18.4 Kontrollversuche

Als Kontrollen wurden 2 h auf 120 °C erhitzte oder auf —25 °C abgekuhlte Antennen
mit [*C]-Benzoesaure (['*C]-92) (1 pg geldst in 5 pl Aceton) inkubiert. AuBerdem
wurde untersucht, ob man mit frisch abgeschnittenen Beinen, Fligeln oder Baum-
wollesticken eine Umsetzung von Benzoesaure (92) beobachtet. Eine Umsetzung

war nicht nachweisbar.

6.18.5 Identifikation von Metaboliten

Das Lésungsmittel der Extrakte von Antennen, die mit [?Hs]-Benzoeséure ([?Hs]-92)
behandelt worden waren, wurde im Argonstrom entfernt. Die Proben wurden mit 1 ml
etherischer Diazomethanlésung methyliert. Nach 1 min wurde Uberschissiges
Diazomethan und der Ether im Argonstrom entfernt. Der Ruckstand wurde in 10 pl
Methanol aufgenommen. Vom Methanolextrakt wurde 1pl in das GC-MS System

injiziert.

GC-MS-Bedingungen:

GC-Saule: Alltech EC5 (15 m x 0.25 mm, 0.25 ym, Tragergas Helium, Flussrate 1
ml/min) Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C min™ bis 100 °C, mit 5 °C min™" bis 300
°C, 5 min isotherm 300 °C, Injektortemperatur: 280 °C , splitless Modus.

GC-HR-MS-Bedingungen:

Hochauflésende GC-MS wurde mit einem Micromass MasSpec - verbunden mit
einem Hewlett Packard HP6890 Il Gas Chromatographen und ausgestattet mit einer
DB-5 (J&W Scientific) Kapillarsaule (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm) - durchgefuhrt.
Temperaturprogramm: 30°C isotherm 2 min, von 30°C bis 100 °C mit 10 °C/min,
dann mit 5 °C/min bis 300 °C, 300 °C isotherm 5 min, Injektortemperatur: 220 °C,
Transferlinie: 270 °C, Tragergas: Helium, Flussrate: 1 ml/min, splitless Modus.

Die El-Massenspektren (70 eV) wurden bei einer Quellentemperatur von 200 °C
aufgenommen (Beschleunigungsspannung 8 kV und Auflésung von 5000 im

Massenbereich m/z = 35 bis m/z = 300).
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Nach mdglichen Metaboliten wurde mit Hilfe der lonenspuren m/z = 105 (fur
unmarkierte Benzoylfragmente) bzw. m/z = 110 (fir [*Hs]-Benzoylfragmente)
gesucht.

N-Benzoylserin als Referenzverbindung wurde ebenfalls mit Diazomethan verestert

und anschliefiend per GC-MS vermessen.

EI-MS des methylierten Metaboliten nach Inkubation mit Benzoesaure (92):

2-Benzoylamino-acrylsdauremethylester (93):

(@) OMe
Retentionszeit: 15.85 min Q j;
EI-MS m/z (%): M*™* 205 (18), 173 (22), 105 (100), 77 (37), 51 (6). ©)LN

H

93
HR-EI-MS: C41H411NO3; beobachtet: 205.0745, berechnet: 205.0739.

EI-MS des methylierten Metaboliten nach Inkubation mit [2H5]-Benzoeséure
(I*Hs]-92):

[’Hs]-2-Benzoylamino-acrylsduremethylester

Ox__OMe
) D O
([‘Hs]-93): NI
Retentionszeit: 15.85 min H
D D
D

[*Hs]-93

O

EI-MS m/z (%): M** 210 (19), 178 (22), 110 (100), 82 (43).

N-Benzoylserinmethylester (94):

Retentionszeit: 20.13 min

O OMe
(0]
©)J\N¥H
H
EI-MS m/z (%): [M-H,0]" 205 (4), 193 (10), 173 (2), 164 (9), 161 OH

(10), 146 (16), 133 (3), 122 (9), 105 (100), 77 (37), 51 (8). 94
Fir die LC-MS Untersuchungen wurde der Extrakt der Antennen im Argonstrom
getrocknet und anschliefend in 50 pl Methanol wieder aufgenommen. Von dieser

Lésung wurden 20 pl injiziert.

HPLC-Bedingungen:
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HPLC-Saule: Grom-Sil 120 ODS-3 CP, 3 um; Laufmittel: A: H,O 0.5 % AcOH; B:
CH3CN 0.5 % AcOH, Flussrate: 0.2 ml/min; Gradient: 0 % B 3 min, in 27 min 100 %
B, 100 % B 15 min

Thermoquest LCQ mit APCI lonenquelle (Verdampfertemperatur: 450 °C)

Die Referenzverbindung N-Benzoylserin (95) zeigte gleiches chromatographisches

Verhalten und ein identisches APCI-Massenspektrum wie der untersuchte Metabolit.

N-Benzoylserin (95):

APCI-MS m/z (%): [M+H]* 210 (63), 192 (16), 164 (4), 136 (6), j\%
118 (10), 105 (100). (j)L

6.19 Untersuchungen zur Geosminbiosynthese in
Streptomyces spp. und dem Lebermoos

Fossombronia pusilla

6.19.1 Deuterierte Terpenbiosynthesevorstufen
[5,5-°H.]-1-Desoxy-D-xylulose ([5,5-2H2]-104), [2,2-°H.]-Mevalolacton ([2,2-2H.]-105)
und [4,4,6,6,6-°Hs]-Mevalolacton ([?Hs]-105) wurden von Dr. Andreas Jux

synthetisiert.l'®

6.19.2 Kultivierung des Lebermooses Fossombronia pusilla

Fossombronia pusiila Kallus Kulturen waren ein Geschenk von Prof. Dr. Hans
Becker (Universitat Saarbricken). Sie wurden auf B5-Agar (Sigma) in 100 ml
Erlenmeyer Kolben bei 21 °C in einem Tag/Nacht-Rhytmus von 14 h hell und 10 h
dunkel angezogen. B5 Medium: 3.1 g B5 Salz, 1:1000 verdunntes B5 Vitamin Pulver,
11 HO, 8 g Agar und 20 g Saccharose wurden verrihrt und anschlielend

autoklaviert.
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6.19.3 Kultivierung von Streptomyces sp. JP95 und ,,Streptomyces

maritimus*“

LStreptomyces maritimus® wurde aus marinen Ablagerungen vom Wailupe Beach
Park, Hawai, isoliert. Streptomyces spp. JP95 stammte vom Ascidian Aplidium
lenticulum, der am Great Barrier Reef in Australien gefunden wurde. Die Bakterien
wurden in 50 ml A1 Flissigmedium auf einem Schuttler (100 upm) bei 28 °C
angezogen.

A1 Medium: 10 g Kartoffelstarke, 4 g Hefeextrakt, 2 g Pepton, 28 g Instant Ocean
(Aquarium Systems) und 10 ml 1M Tris/HCI Puffer (pH 8) wurden in 1 | H,O aufgeldst

und autoklaviert.

6.19.4 Futterung markierter Terpenbiosynthesevorstufen und

Sammlung der Duftstoffe
1 ml einer wassrigen Losung (1-4 mg/ml) der deuterierten Vorstufen Mevalolacton
oder DOX wurden mit einer Spritze entweder ins Medium mit den Mikroorganismen
oder auf das in 100 ml Erlenmeyer Kolben wachsende Lebermoos getropft. Die
Kolben waren mit einem Septum luftdicht verschlossen. Flichtige Verbindungen
wurden mit einem Kohlefilter gesammelt, indem man mit einer Miniatur Pumpe
kontinuierlich die Luft im Erlenmeyerkolben durchpumpte (,closed loop stripping*).[224
Nach 1 d, 2 d oder 3 d Sammelzeit wurden die am Kohlefilter adsorbierten Duftstoffe

mit 3 x 10 pl Dichlormethan eluiert.

6.19.5 GC-MS Analyse der Duftproben

Die so erhaltenen Duftstoffporoben wurden mit einen Finnigan Trace MS (70 eV)

vermessen.

GC-Bedingungen:

GC-Saule: Alltech EC 5 Saule 15m x 0.25 mm, 0,25 um; Injektortemperatur: 280 °C;
Splitless Modus; Temperaturprogramm: 50 °C 2min, 10 °C/min 200 °C, 30°C/min
280 °C 1min; Tragergas: Helium Fluss: 3 ml/min; Injektionsvolumen 1-2 pl.

Bei den Deuteriumausstauschexperimenten wurde zur Probe D,O/CD3;0D gegeben.

Vor Injektion der Geosminproben wurden Wasserspuren im Liner und der Saule
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durch 3-malige Injektion von CD3;OD beseitigt, um so einen Ruicktausch aktiver

Deuteriumatome gegen Wasserstoffatome im GC-MS System zu reduzieren.

6.19.6 EI-MS Spektren von Geosmin (96)

Geosmin (96):

EI-MS m/z (%):M™ 182 (5), 167 (2), 149 (6), 126 (16), 125 (19),
112 (100), 111 (48), 97 (18), 95 (12), 83 (11), 81 (9), 69 (15), 67
(14), 55 (18), 43 (18).

Geosmin nach H/*H-Austausch ([2H]-96):

EI-MS m/z (%): M™ 183 (4), 168 (2), 149 (4), 127 (6), 126 (27), 113
(77), 112 (100), 111 (12), 98 (13), 96 (12), 95 (9), 84 (10), 83 (10),
67 (13), 55 (25), 43 (18).

[?Hs]-Geosmin ([2Hs]-96) von Streptomyces sp. JP95 nach Applikation
von [?H2]-DOX ([?H]-104):

EI-MS m/z (%): M™ 187 (4), 172 (2), 154 (4), 129 (13), 128
(10), 127 (15), 117 (9), 116 (100), 115 (31), 114 (29), 100
(10), 99 (13), 86 (12), 84 (10), 72 (5), 71 (6), 57 (15), 56 (12),

HD
43 (16). [’Hs]-96

[*He]-Geosmin [?H¢]-96 von Streptomyces sp. JP95 nach Applikation von [*H]-
DOX ([*H2]-104) und H/*H-Austausch:

EI-MS m/z (%): M™ 188 (), 173 (3), 154 (8), 130 (7), 129 (20),
128 (17), 117 (43), 116 (100), 115 (49), 114 (20), 99 (18), 86
(13), 70 (13), 69 (11), 57 (15), 56 (14), 43 (16).

[*Ho]-Geosmin ([?H]-96) von F. pusilla nach Applikation von
[*Hs]-MVA ([*Hs]-105):

EI-MS m/z (%): M™ 191 (59), 173 (3), 155 (5), 134 (10), 117 (19),
116 (100), 115 (37), 55 (12), 43 (9).
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[?H4]-Geosmin ([?H4]-96) von F. pusilla nach Applikation von
[*H2]-MVA ([*H2]-105):

EI-MS m/z (%): M™ 186 (4), 171 (2), 153 (4), 128 (13), 127 (19),
115 (15), 114 (100), 113 (25), 99 (18), 83 (9), 69 (15), 57 (14), 43

(20). [*H4]-96

1(10)E,5E-Germacradien-11-ol (109) aus Streptomyces spp.:
Strukturvorschlag nach Spektrenvergleich mit der Terpendatenbank von Prof. Dr.

Kénig, Hamburg.2"!:

EI-MS m/z (%): M*™ 222 (3), 204 (6), 189 (9), 175 (2), 164

(12), 161 (12), 149 (32), 135 (10), 121 (12), 108 (15), 107

(38), 105 (17), 93 (38), 91 (21), 82 (67), 81 (40), 79 (33), OH
67 (41), 59 (100), 43 (23). 109

6.19.7 Inkubation von Streptomyces sp. JP95 mit [?H;]-Dehydro-
geosmin ([*H3]-97)

Als die Farbe des Mediums anfing wegen der Produktion eines Sekundarmetaboliten
von Streptomyces sp. JP95 lila zu werden, wurde zu der Kultur in 5 ml A1 Medium
eine wassrige Lésung von (4S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,5,8,8a-octahydro-4-methyl-8a-
[*Hs]methylnaphthalin-4a-ol ([?Hs]-Dehydrogeosmin ([?Hs]-97), 100 pg in 1 ml H;0)
gegeben. [*Hs]-Dehydrogeosmin ([?H3]-97) wurde nach Huber und Boland®"¥
synthetisiert, wobei ein UberschuR CD;-MgBr eingesetzt wurde. Die Duftstoffe
wurden aus der Gasphase Uber dem Medium von S. sp. JP95 5 min mit SPME
gesammelt.’”® 2”1 Nach 3 h, 4 h, 6 h und 1 d wurden die Proben per GC-MS
analysiert. Es wurde keine Umsetzung des markierten [*Hs]-Dehydrogeosmin
(I’H3]-97) durch Streptomyces sp. JP95 zu [?H3]-Geosmin ([*H3]-96) beobachtet.

Dehydrogeosmin (97):
EI-MS m/z (%): M™ 180 (0.5), 162 (45), 147 (11), 126 (100), 119
(11), 111 (31), 109 (17), 105 (36), 91 (23).
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[Hs]-Dehydrogeosmin ([?H3]-97):
EI-MS m/z (%): [M™-H,0] 165 (43), 150 (5), 147 (6), 129 (100),
122 (9), 114 (17), 111 (21), 109 (31), 108 (30), 91 (15).

[*Ha]-97
6.19.8 Stereochemie von Geosmin (96) aus Streptomyces spp. und

Fossombronia pusilla
Die Stereoisomere von Geosmin (96) wurden an einer chiralen Kapillargas-
chromatographiesaule mit 20 % Heptakis-2,6-di-O-methyl-O-pentyl-3-cyclodextrin
Belegung (Hydrodex -3 P 25 m x 0.25 mm (Macherey & Nagel, D-52313 Duren,
Deutschland) aufgetrennt?’? 23! und per Massenspektrometrie und synthetischen

Referenzverbindungen identifiziert.

GC-Bedingungen:
Temperaturprogramm: 90 °C 20 min, 5 °C /min 160 °C 2 min; Tragergas: Helium,

Flussrate: 3 ml/min.

Die Elutionsreihenfolge der Geosmin-Enantiomeren wurde mit synthetischen
Referenzen bestimmt:

(+)-Geosmin [(+)-96]:

Retentionszeit: 18.22 min

(-)-Geosmin [(-)-96]:

Retentionszeit: 20.17 min

Geosmin (96) von Streptomyces sp. JP 95, “Streptomyces maritimus” und

Fossombronia pusilla ist zu 100 % ee (-)-Geosmin [(-)-96].
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8.1 Spektren
8.1.1 N-Linolenoyl-L-glutamin (21)

8.1.1.1 EIl-Massenspektrum von N-Linolenoyl-L-glutamin (21)
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8.1.1.3 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von N-Linolenoyl-L-glutamin (21)
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8.1.2

N-Linolenoyl-L-glutamat (25)

8.1.2.1 El-Massenspektrum von N-Linolenoyl-L-glutamat (25)
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8.1.2.3 1H-NMR Spektrum (400 MHz) von N-Linolenoyl-L-glutamat (25)
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8.1.3 (17S,1'R)-17-(1‘-Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensaure-
methylester [(17S)-31]
8.1.3.1 El-Massenspektrum von (17S,1‘R)-17-(1‘-Phenylethylcarbamoyl-
oxy)-linolensauremethylester [(17S)-31]
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8.1.3.2

carbamoyloxy)-linolensauremethylester [(17R)-31]

"H-NMR Spektrum (500 MHz) von (17R,1‘R)-17-(1‘-Phenylethyl-
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8.1.3.4 H,H-COSY NMR-Spektrum (500 MHz) von (17R,1‘R)-17-(1‘-
Phenylethylcarbamoyloxy)-linolensauremethylester [(17R)-31]

0
NJ\O
" /g\—/\—/\—/\/\/\/\n/OMe

(0]
@ N ;-—_
-h * = ° ﬁ
I L= %E
| _
| 1
B LS AR & L PR LSRR DAL S




206

8 Anhang

un

15,16-Epoxylinolsaure (38)
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8.1.4.3 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von 15,16-Epoxylinolsiure (38)
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8.1.4.4 "C-NMR Spektrum (100 MHz) von 15,16-Epoxylinolsiure (38)
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8.1.45 H,H-COSY NMR-Spektrum (400 MHz) von 15,16-Epoxylinolsaure
(38)
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8.1.5 N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32)
8.1.5.1 EIl-Massenspektrum von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin
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8.1.5.2 Infrarotspektrum von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-glutamin (32)
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8.1.5.3 'H-NMR Spektrum (400 Mhz) von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-
glutamin (32)
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8.1.5.4 "*C-NMR Spektrum (100 MHz) von N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-L-
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8.1.5.5 H,H-Cosy NMR Spektrum (400 MHz) von N-(15,16-Epoxy-
linoleoyl)-L-glutamin (32)
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8.1.6 N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamin (33)
8.1.6.1 EI-Massenspektrum von N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-L-
glutamin (33)
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8.1.6.2 Infrarotspektrum von N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-L-glutamin
(33)
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8.1.6.3 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von N-(15,16-Dihydroxy-linoleoyl)-
L-glutamin (33)
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8.1.6.4 APT-NMR Spektrum (100 MHz) von N-(15,16-Dihydroxy-
linoleoyl)-L-glutamin (33)
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8.1.6.5 H,H-Cosy NMR Spektrum (400 MHz) von N-(15,16-Dihydroxy-
linoleoyl)-L-glutamin (33)
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8.1.7 Nonandisaure-methylester-(2-trimethylsilylethyl)-ester (65)

8.1.7.1 EIl-Massenspektrum von Nonandisaure-methylester-(2-
trimethylsilylethyl)-ester (65)
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8.1.7.3 1H-NMR Spektrum (400 MHz) von Nonandisaure-methylester-(2-
trimethylsilylethyl)-ester (65)
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8.1.7.4 "C-NMR Spektrum (100 MHz) von Nonandisiure-methylester-(2-
trimethylsilylethyl)-ester (65)
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8.1.8 9-Oxononansaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (64)

8.1.8.1 EIl-Massenspektrum von 9-Oxononansaure-(2-

trimethylsilylethyl)-ester (64)
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8.1.8.3 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von 9-Oxononansiure-(2-
trimethylsilylethyl)-ester (64)
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8.1.8.4 'C-NMR Spektrum (100 MHz) von 9-Oxononansiure-(2-
trimethylsilylethyl)-ester (64)
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8.1.9 (2S5)-5-(1,3-Dioxolan-2-yl)-pentan-2-ol (69)
8.1.9.1 EIl-Massenspektrum von (2S)-5-(1,3-Dioxolan-2-yl)-pentan-2-ol

(69)
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8.1.9.2 Infrarotspektrum von (2S)-5-(1,3-Dioxolan-2-yl)-pentan-2-ol (69)
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8.1.9.3 1H-NMR Spektrum (400 MHz) von (2S)-5-(1,3-Dioxolan-2-yl)-
pentan-2-ol (69)
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8.1.9.4 13C-NMR Spektrum (100 MHz) von (2S)-5-(1,3-Dioxolan-2-yl)-
pentan-2-ol (69)
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8.1.10 (4S)-Linolensaure-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-1-methyl-butylester
(70)

8.1.10.1 El-Massenspektrum von (4S)-Linolensaure-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-
1-methyl-butylester (70)
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8.1.10.3 1H-NMR Spektrum (400 MHz) von (4S)-Linolensaure-4-(1,3-
dioxolan-2-yl)-1-methyl-butylester (70)
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8.1.11 (1S)-Linolensaure-1-methyl-5-oxopentylester (59)

8.1.11.1 El-Massenspektrum von (1S)-Linolensaure-1-methyl-5-

oxopentylester (59)
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8.1.11.3 1H-NMR Spektrum (400 MHz) von (1S)-Linolensaure-1-methyl-5-
oxopentylester (59)
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8.1.11.4 "*C-NMR Spektrum (100 MHz) von (1S)-Linolensiure-1-methyl-5-
oxopentylester (59)

78.0208
77.7000
77.3865

~ O~~~

— 2024101
—174.0470
6
9
— 70.6858

J

T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
(ppm)



8 Anhang 225

8.1.12 (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure-(2-trimethylsilyl)-
ethylester (62)
8.1.12.1 El-Massenspektrum von (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure-(2-tri-

methylsilyl)-ethylester (62)

8.1.12.2 Infrarotspektrum von (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure-(2-

trimethylsilylethyl)-ester (62)
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8.1.12.3 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von (17S)-17-Linolenoyloxy-

linolsdure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (62)
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8.1.12.4 "*C-NMR Spektrum (100 MHz) von (17S)-17-Linolenoyloxy-

linolsaure-(2-trimethylsilylethyl)-ester (62)
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8.1.13 (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure (63)
8.1.13.1 El-Massenspektrum von (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure (63)

o
— — — CHy
[e) [e]

100% mc//l\\\///\\\//;;;4\\\v//,444\\\“//N\\“//A\\V//A\\”//ﬂ\\°H _4.4ES
95] fa.2E5
qn; £4.0E5
85 3.7E5
80 £3.588
754 £3.3E5
704 £3.1E5
65; £2.985
607 :.J..(iF:!i
553 277 E2.4E5
505 E2.2E5
as] E2.085
40113 E1.8E5
35 E1.5E5
304 556 E1.385
25 E1.1E5
20 12535 3 Es,aﬂd
15 £ 6.6E4
10 i 216274 587 Ea,uz4

365 .
oML dld o o gl Bl B L dd e a4y B, Fo.oEo
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

8.1.13.2 Infrarotspektrum von (17S)-17-Linolenoyloxy-linolsaure (63)
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8.1.13.3 'H-NMR Spektrum (400 MHz) von (17S)-17-Linolenoyloxy-

linolsdure (63)
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8.1.14 (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-L-glutamin (48)
8.1.14.1 APCI-Massenspektrum von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-
L-glutamin (48)
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8.1.14.3 "H-NMR Spektrum (500 MHz) von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-
linoleoyl)-L-glutamin (48)
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8.1.14.4 *C-NMR Spektrum (125 MHz) von (17S)-N-(17-Linolenoyloxy-
linoleoyl)-L-glutamin (48)

HoN

T T T T T T T T T O T T T

T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
(ppm)

ARLARREANARRAAR AL,
180 170



8 Anhang

231

8.2  Abkilirzungsverzeichnis

8.2.1 Allgemeine Abkurzungen

Ac
AcOH
AcylGIn
AcylGlu
amu
APCI
BHI

Cl

CLS

cmc

DC

DCC
DMAP
DMAPP
DMF
DMNT
DMSO
DNA

DOX

ee

El
EpoxyLAGIn
ESI

FDP

g

GC
GC-HR-MS

GC-MS
GIn

Acetyl

Eisessig

N-Acyl-glutamin

N-Acyl-glutamat

atomare Masseneinheit

Atmospheric pressure chemical ionisation

Brain Heart Infusion (Mikroorganismen-Medium)
chemische lonisation

closed loop stripping (Sammlung flichtiger Stoffe im
geschlossenen system)

kritische Micellbildungskonzentration
Dunnschichtchromatographie

Dicyclohexylcarbodiimid

4-(N,N-Dimethylamino)pyridin
Dimethylallylpyrophosphat

N, N-Dimethylformamid

4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure

Desoxy-D-xylulose

Enantiomerenuberschuss

Elektronenstossionisation (electron impact)
N-(15,16-Epoxy-linoleoyl)-glutamin
Elektrosprayionisation

Farnesyldiphosphat

Gramm

Gaschromatograph / Gaschromatographie
Gaschromatograph gekoppelt mit hochauflosendem Massen-
spektrometer

Gaschromatograph gekoppelt mit Massenspektrometer

L-Glutamin
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Glu

h

HPLC
HR-ESI-MS
HR-MS

IR

|-

JA

JAMe

I

LA

LEA
LEAOLAGIn

LEAOLEAGIn

LEAGIn
LEAGIu
LEAPhe
LEATyr
LC
LC-MS
M

M
MCPBA
Me
MEP
Mes
MeSA
MEV
mg

min

mi
mmol

mol

L-Glutamat

Stunde(n)
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Hochauflésende Elektrospraymassenspektroskopie
Hochauflésende Massenspektrometrie
Infrarotspektrometrie/meter

iso-

Jasmonsaure

Methyljasmonat

Liter

Linolsaure

Linolensaure
N-(17-Linolenoyloxy-linoleoyl)-glutamin
N-(17-Linolenoyloxy-linolenoyl)-glutamin
N-Linolenoyl-L-glutamin
N-Linolenoyl-L-glutamat
N-Linolenoyl-L-phenylalanin
N-Linolenoyl-L-tyrosin

Flissigkeitschromatographie

Flassigkeitschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie

Molar

Molekulion
meta-Chlorperbenzoesaure
Methyl
Methylerythritolphosphat
2-Morpholino-ethansulfonsaure
Methylsalicylat
Mevalonat/Mevalolacton
Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Millimol

Stoffmenge 6.10% Teilchen



8 Anhang 233

MPLC Mitteldruckflussigkeitschromatographie

MS Massenspektrometrie / Massenspektrum

MS-MS Massenspektrum eines lons vom 1. Massenspektrum

MSTFA N-Methyl-N-trimethylsilytrifluoracetamid

m/z Masse/Ladungsverhaltnis

ng Nanogramm

NMR magnetische Kernresonanz

N/m Newton/Meter

NP Normalphase

OHAcyIGIn N-(Hydroxy-acyl)-glutamin

OHLAGIn N-(17-Hydroxy-linoleoyl)-L-glutamin

OHLEAGIn N-(17-Hydroxy-linolenoyl)-L-glutamin

PBP Pheromon Bindeprotein (pheromone binding protein)

PC Dioleoylphosphatidylethanolamin

Ph Phenyl

PP Pyrophosphat

REM Rasterelektronenmikroskopie

RP Umkehrphase (reversed phase)

SA Salicylat

SIM selected ion modus

16S-rRNA charakteristische ~ RNA-Sequenz ~ zur  Bestimmung  von
Mikroorganismen

SPME Festphasenmikroextraktion (solid phase micro extraction)

t Zeit

t- tris-

TBAF tertiar-Butylaluminiumfluorid

TBDMS tertiar-Butyldimethylsilyl

THF Tetrahydrofuran

TIC Totalionenstrom (total ion count)

TMS Trimethylsilyl

TMTT 4.8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

UDP Uridyldiphosphat
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uv Ultraviolettspektroskopie

o chemische Verschiebung

Hg 10° Gramm

8.2.2 Abkurzungen bei NMR-Spektren
br breit

d Dublett

m Multiplett

pt pseudo-Triplett

q Quartett

s Singulett

se Sextett

t Triplett

8.2.3 Abkirzungen bei IR-Spektren

m mittel

S stark

w schwach
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