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1. Einleitung

1.1. Historische Entwicklung

Menschen verwenden Naturstoffe bereits seit Jahrtausenden in Form von Pflanzen- und
Tierextrakten zur Heilung von Krankheiten, fir den téglichen Bedarf (Duftstoffe, Farbemittel)
oder fur die Jagd. Wissen Uber die medizinische Verwendung pflanzlichen Materias ist aus
verschiedenen Kulturen Uberliefert und reicht weit in die vorchristliche Zeit zurtick.

Seit Anfang des 19. Jahrhunderts sind die terrestrische Flora und Fauna Gegenstand
chemischer Untersuchungen; die Hauptzahl der bis heute bekannten Naturstoffe stammt aus
diesem Bereich.

Das marine Habitat (Halobios) galt im Gegensatz dazu bis in die 50er und 60er Jahre des

|etzten Jahrhunderts a's chemisch nahezu unerforscht.

Wie bei den terrestrischen Quellen ist das Wissen Uber die pharmazeutische Wirksamkeit oder
die Verwendung von marinen Substanzen bzw. Mischextrakten fur den taglichen Gebrauch
Uberliefert und dokumentiert. So wurde z. B. den Actinarien (Seerosen) eine verdauungs-
fordernde Wirkung zugeschrieben. Purpur (aus Purpurschnecken) und Sepiaschwarz (aus
Tintenfischen) wurden fur die Herstellung von Farbemitteln und Tinten verwendet.
o Die toxischen Eigenschaften der Kugelfische oder das
OH

oY o o Auftreten der ,Red Tide* (,Algenbliten*; die explosions-

NH
Hﬁé artige Vermehrung von Dinoflagellaten) sind seit dem
N

HO

OH HO H Altertum bekannte Phdnomene, die erhebliche Risiken fir

Abbildung 1: Tetrodotoxin (1) aus Mensch und Tier darstellen. In beiden Félen werden von den
dem Kugeifisch Organismen Toxine produziert, die Uber die Nahrungskette in
den menschlichen oder tierischen Organismus gelangen und schwere Vergiftungen hervor-
rufen kdnnen. Erst in den vergangenen Jahrzehnten wurde mit der Isolierung und Identi-
fizierung von Tetrodotoxin (1) aus Kugelfischen (Abbildung 1) und den von verschiedenen
Dinoflagellaten-Arten™? produzierten Polyethern wie Ciguatoxin (2) (Abbildung 2) Ursachen

fr diese Vergiftungen entratselt.



2: Ciguatoxin 3: Gorgosterol

Abbildung 2:  Ciguatoxin (2) aus den Dinoflagellaten Gymnodinium breve bzw. Gambierdiscus toxicus und
das bereits 1943 aus einer Koralle isolierte Gorgosterol (3)

Vereinzelte, zu Beginn des letzten Jahrhunderts erschienene Publikationen, die sich mit der
Isolierung von Steroiden aus marinen Schwammen beschéftigten, sind bekannt.>* 1943 folgte
die Isolierung von Gorgosterol (3) (Abbildung 2) aus einer Koralle® und in den 50er Jahren

NH, die Identifizierung erster Alkaloide wie Spongosin (4) und
N N%I Spongothymidin aus dem Schwamm Cryptotethia crypta.’

I
MeO)\N/ Now, O "\on Mit der Entwicklung und Einfihrung der SCUBA-Tauch-

4 Spongosin  HO oH technologie in den 1960er Jahren begann ein rasanter Auf-
schwung der marinen Naturstoffforschung, da sie den
Forschern die Meere fur die Suche nach neuen Verbindungen und Leitstrukturen mit
unbekanntem biol ogischem und pharmazeutischem Potential 6ffnete.
Einen ersten Durchbruch erzielten 1969 Weinheimer und Spraggins, die in der Koralle
Plexaura homomalla Prostaglandine entdeckten, die fir die pharmazeutische Industrie auch
heute noch wichtige Produkte darstellen.’
Bis in die 80er Jahre des vorigen Jahrhunderts wurde zwar eine Vielzahl neuer Strukturen
identifiziert, doch erreichten diese meist nicht den Status eines neuen potentiellen Pharma-
zeutikums. Dieses Bild hat sich in den letzten 20 Jahren weitgehend geéndert. Durch die
sprunghafte Entwicklung neuer analytischer Techniken (NMR, HPLC/MS) sowie ausgereifter
Testmethoden (High Throughput Screening - HTS) konnen heute biologisch aktive
Substanzen sehr schnell im Screeningverfahren erkannt und auch in immer geringeren

Mengen isoliert und strukturell bestimmt werden.



1.2. Die Vielfalt mariner Naturstoffe

Die Erdoberflache ist von mehr a's 70 % Wasser bedeckt und weist eine Vielzahl unterschied-
licher Lebensraume auf.® Hinzu kommt, dass der Wasserkorper tber dem Meeresgrund (bis
zu 10.000 Meter tief) im Gegensatz zum Luftraum in allen Zonen besiedelt ist. Die Tiefsee ist
bis heute so gut wie unerforscht und L ebensraum vieler bisher nicht bekannter Tierarten. Uber
80 % der Tiere sind Meeresbewohner.® In den Ozeanen liegt die hochste Artenvielfalt vor.
Dort existieren Organismen fast aller Stémme, wobei 15 von ihnen ausschliefdich im Meer zu
finden sind. Uber die Jahrmillionen haben sich diese Lebewesen an ihre z. T. extremen
L ebensraume durch verschiedenste Strategien angepasst.

Hinzu kommt, dass sich die Bedingungen in marinen grundlegend von terrestrischen oder
limnischen Systemen unterscheiden. Die chemischen und physikalischen Eigenschaften des
Meerwassers erfordern eine andere Adaption der Lebewesen an ihre Umgebung, da marine
Organismen extremen Unterschieden in Druck (der hydrostatische Druck steigt alle 10 m um
1 bar), Temperatur (- 1.5 °C < T > 300 - 400 °C (geothermale Quellen)), Salinitét (0.1 - 4 %),
pH-Wert und unterschiedlichen Lichtverhaltnissen ausgesetzt sind.*°

Die Konzentrationen im Meerwasser geldster Halogenide nimmt von Chloriden (ca. 0.5 M)
Uber Bromide (ca. 1 mM) zu lodiden (ca. 1 uM) hin ab. Dagegen nehmen die Oxidations-
potentidle (X~ — X* + €) in umgekehrter Relthenfolge zu. In marinen Sekundarmetaboliten
sind daher bromierte Verbindungen héufig anzutreffen, die durch entsprechende Enzyme
(Haloperoxidasen) inkorporiert werden.***2* Daraus resultiert, dass tiber die Halfte von 3200
natiirlich bekannten Organohal ogenverbindungen Brom enthalten.*

Daher ist nicht verwunderlich, dass gerade in sessilen (festsitzenden), marinen Invertebraten
(Wirbellose) wie z. B. Schwdmme, Nessdltiere, Moos- und Manteltierchen, Seescheiden oder
Algen die grofite Anzahl und Diversitdt an marinen Naturstoffen gefunden wird. Ursache
dafir sind chemische Verteidigungsstrategien, die die Organismen im Laufe der Evolution
entwickelt haben, um das Uberleben ihrer Art zu sichern.

Bis heute wurden mehr as 7000 Verbindungen marinen Ursprungs isoliert. Viele weisen
keinerlei Strukturanalogien zu terrestrischen Naturstoffen auf.”® Sie enthalten z. T. unge-
wohnliche Substrukturen oder funktionelle Gruppen sowie Hal ogensubstituenten. Weiterhin
sind komplexe Terpenoide, Makrocyclen, Alkaloide und Peptide identifiziert worden. Die
L etztgenannten zeichnen sich vielfach durch ausgefallene Aminoséuren aus. *°

Mittlerweile werden insbesondere auch marine Bakterien und Pilze als Produzenten pharma-

kologisch interessanter Wirkstoffe untersucht.



1.3. Marine Naturstoffe in der Pharmaforschung

Die Evolution hat eine Vielzahl neuer Leitstrukturen hervorgebracht, die umfangreiche
biologische Informationen tragen und beispielsweise als Pharmazeutika eingesetzt werden
bzw. as Vorlage fur synthetische Derivate dienen konnen. Wegen ihrer komplexen
Strukturen sind Totalsynthesen haufig nur von akademischem Wert, so dass man sich bis
heute ihrer natiirlichen Quellen bedient (nachwachsende Rohstoffe).

Es wurden bisher Substanzen mit ganz unterschiedlichen Wirkungsspektren isoliert, die sich
vor alem durch ihre fungiziden, antiviraen, nematiziden, antibakteriellen, antiinflamma-
torischen, zytotoxischen und immunsuppressiven Eigenschaften auszeichnen.*”*8

Hier soll ein kurzer Uberblick tiber die wichtigsten marinen Naturstoffe gegeben werden, die
sich derzeitig in den klinischen Studienphasen I, Il und Il befinden. Diese Wirkstoffe
durchlaufen auf ithrem Weg zur Arzneimittelzulassung und Markteinfihrung finf verschie-
dene klinische Studienphasen. Dabel werden wirksame Substanzen nach der préklinischen
Phase (Tierversuch) in den Phasen | und Il einer Vertréglichkeitsprifung am Menschen in
verschiedenen Dosierungen unterzogen. In Phase |11 wird der Nachwel's Gber die Wirksamkeit
und Unbedenklichkeit durchgefihrt. Vor der Markteinfiihrung erfolgt in Phase IV die Prifung
auf Wirksamkeit und Unbedenklichkeit unter therapeutischen Routinebedingungen.™

Zu diesen Stoffen gehdren u. a. (s. Abbildung 3):

e Bryostatin 1 (5)
Bryostatin 1 (5) (aus Bryozoen, Moostierchen) wurde 1981 von der Arbeitsgruppe Pettit
als das erste Polyketid, ein 20-gliedriges Macrolacton, aus Bugula neritina isoliert.”® Es
besitzt eine breite Antitumorwirkung, férdert die Bildung roter Blutkdrperchen und zeigt
antineoplastische Eigenschaften. Eine Wirkung gegen das HI-Virus wird nicht ausge-

schlossen. Es befindet sich in der klinischen Phase 11.

e Ecteinascidin 743 (6)
Aus der Tunikate (Manteltierchen) Ecteinascidia turbinata wurde das Tetrahydroiso-
chinolinalkaloid Ecteinascidin 743 (6) isoliert”, das zur Therapie bei Weichteilsar-

komen eingesetzt wird und sich derzeitig in der klinischen Phase |1 befindet.



e Halichondrin B (7)
Halichondrin B (7) wurde urspringlich aus dem Schwamm Halichondria okada
isoliert.?? Dabei handelt es sich um ein makrolides Polyetherlacton mit starker Anti-
tumorwirkung. 7 wird heute entweder synthetisch hergestel 1t oder in Aquakulturen aus
dem Tiefseeschwamm Lissodendoryx sp. gewonnen.®* Dieser zeichnet sich einerseits
durch seine betréchtlichen Wachstumsraten aus™ und andererseits produziert er quanti-

tativ ein Vielfaches an Halichondrinen al's vergleichbare Halichondria-Arten.?

e Dehydrodidemnin B (Aplidin) (8)
Im Gegensatz zu Didemnin B aus Trididemnum solidum?’, das aus toxischen Griinden
aus klinischen Studien genommen wurde, ist das Aplidin (8) aus Aplidium albicans weit
weniger giftig, daftr aber funf- bis siebenmal wirksamer gegen verschiedene Krebs-

arten. 8 befindet sich bereits in klinischen Studien der Phasen | und I1.

e Dolastatin 10 (9)

Aus der Muschel Dolabella auricularia ist das gegen fortgeschrittene Melanome
28,29

wirksame Dolastatin 10 (9) isoliert worden.

7: Halichondrin B

O)\n/
8: Dehydrodidemnin B 0 9: Dolastatin 10

Abbildung 3:  Eine Auswahl der wichtigsten, z. Zt. in der klinischen Erprobung befindlichen marinen Natur-
stoffe.



Es zeigt sich, dass marine Naturstoffe ihr Hauptanwendungsgebiet in der medizinisch-
pharmazeutischen bzw. kosmetischen Industrie finden. Trotz hoher Risiken in der
Entwicklung neuer Medikamente (Kosten- und Zeitfaktor) scheint die Zukunft viel
versprechend, da sich zum einen zahlreiche potentielle Wirkstoffe in der klinischen Testphase
auf dem Weg zum marktreifen Medikament befinden und zum anderen bis heute viele

Gehei mnisse des M eeres noch unentdeckt sind.

Es sind aber auch schon marine Naturstoffe kommerziell erhéltlich. Die Produkte Ara-A und
Ara-C, isoliert aus dem marinen Schwamm Cryptotethia crypta, werden as antiviral
wirksame Medikamente eingesetzt. Die Okadainsdure sowie das Manoaid werden in
geringen Mengen fur neurol ogische Zwecke vertrieben.

Die breite Anwendbarkeit mariner Naturstoffe als Pharmazeutika, Nahrungsmittelzusétze,
Antifoulingwirkstoffe, Enzyme oder Kosmetika sowie die Verwendung biomolekularer
Materialien ist durch die begrenzte Verflgbarkeit mariner Makroorganismen (Schwéamme,
Bryozoen etc.) beschrankt. Wie bereits erwahnt, sind aufgrund der Komplexizitét biologisch
aktiver Substanzen die Mdglichkeiten eines synthetischen Zugangs aus Zeit- und Kosten-

grinden deutlich beschrankt.



1.4. Chemische Okologie

Sekundarmetabolite spielen fir Organismen eine Iebensnotwendige Rolle. Bis heute ist Uber
deren Okologische Bedeutung wenig bekannt. Man geht aber davon aus, dass sie entweder
von den Organismen selbst oder von symbiontisch lebenden Mikroorganismen produziert
werden.

Im Gegensatz zum terrestrischen Bereich, in dem die chemische Okologie bereits seit |angerer
Zeit ein etabliertes Forschungsgebiet darstellt, ist sie auf dem marinen Sektor noch wenig
entwickelt, da aufgrund der Schwierigkeiten bei Biotests im Wasser bisher nur vereinzelnde
Ergebnisse erzielt worden sind.

Sekundarmetabolite mariner Invertebraten haben ebenfalls 6kol ogische Funktionen, meist den

von Wehrsubstanzen, mit denen sessile Tiere ihr Uberleben sichern.*°3!

Es gibt verschiedene Grinde fuir die Produktion von Sekundéarmetaboliten:

e Abwehr gegen Fral¥feinde wie Schnecken oder Fische (Repellentien)

e Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze oder Viren kdnnen am Wachstum und der
Vermehrung gehindert werden (Antifouling)

e Inter- oder intraspezifische chemische Kommunikation in Form von Pheromonen,
Kairomonen, Allomonen etc.

e Schutzfunktion vor ultravioletter Strahlung im photischen Bereich®

Die Hauptrolle der chemischen Verteidigung mariner Invertebraten durch Sekundarmetabolite
spielt der Schutz gegen Fral¥feinde. Aus den verschiedensten Organismen sind Beispiele fir
eine chemische Abwehr dokumentiert, wobel Verbindungen der unterschiedlichsten Stoff-
klassen eine Rolle spielen (Terpene, Alkaloide etc.).

Beispielsweise setzt sich der im Roten Meer beheimatete Schwamm Latrunculia magnifica
bei FralRangriffen durch Fische mittels Abgabe eines auf Fische toxisch wirkenden Sekretes
zur Wehr (Ichthyotoxizitét), das u. a das makrocyclische Lacton Latrunculin A (10) enthalt®.
Schwamme der Ordnung Verongida sind Quelle einer Vielzahl bromierter Sekundarmeta
bolite, die sich vom Bromtyrosin ableiten. Eine wichtige Antifral3-Wirkung zeigen z. B.

Aeroplysinin 1 (11) und ein davon abgeleitetes Dienon (12) aus Verongia aerophoba.®



Auch Korallen miissen sich gegen Fral¥feinde durchsetzen. Das gelingt z. B. der karibischen
Oktokoralle Erythropodium caribaeorum gegen im Riff lebende Fische mit der Produktion
chlorhaltiger Diterpene (z. B. Erythrolid A (13)).%*

z z |
° OMe Q
..... 0o Br Br Br Br
Hi YOH OH OH
HN>w CN 0% NH,
.
(¢}
10: Latrunculin A 11: Aeroplysinin 1 12 13: Erythrolid A

Abbildung 4:  Unterschiedliche aus marinen Invertebraten isolierte Repellentien, die eine AntifraBwirkung
auf Predatoren austiben.

Im Gegensatz zu den Fraldinhibitoren sind im Zusammenhang mit einer Pheromon-Funktion
bis heute nur wenige Naturstoffe in Erscheinung getreten, was mit den deutlich schwerer
durchfihrbaren Biotests zusammenhangt.

Bel der geschlechtlichen Reproduktion von Braunalgen hat eine Reihe von ungeséttigten
Kohlenwasserstoffen bzw. deren Epoxide Pheromonfunktion. Dabel handelt es sich beispiels-

weise um das sog. Desmaresten (14), Multifiden (15) oder Lamoxiren (16).%%

14: Desmaresten 15: Multifiden 16: Lamoxiren

Abbildung 5:  Desmaresten (14) aus Desmarestia aculeata, Multifiden (15) aus Cutleria multifida und
Lamoxiren (16) aus Laminaria digita, die bel der chemischen Kommunikation von Braunalgen
eine Rolle spielen.



1.5. Ausblick

Es hat sich gezeigt, dass die fur die Pharmaindustrie relevanten Naturstoffe in marinen
Organismen nur in aul3erst geringen Konzentrationen vorliegen. Fir deren Vermarktung
mussten daher sehr grof3e Mengen tierischen oder pflanzlichen Materials , geerntet” werden,
was einen massiven Raubbau oder ein potentielles Aussterben bestimmter Lebensformen zur
Folge hétte. Abhilfe kann dabei z. B. das Aquafarming schaffen, bel dem z. B. gezielt
Schwamme zur Vermehrung gehdtert und je nach Bedarf verarbeitet werden kénnen.

Hinzu kommt, dass in den letzten Jahren neue zusétzliche Forschungsgebiete bzw. Habitate
durch die marine Naturstoffforschung erschlossen wurden. So konnte die
Existenz von obligat marinen Actinomyceten (Salinospora), von der
Gruppe W. Fenica anhand ihres Genoms als neue Gattung mariner

Bakterien nachgewiesen werden. Salinospora wurden aus Sediment-

proben, welche in tropischen Gewassern vor den Bahamas in Uber

1000 m Wassertiefe entnommen werden, isoliert. Obwohl deren Kulti-

Cl
16a: Salinosporamid A Vierung lange Zeit als unmdglich angesehen wurde, gelang deren

Anzucht auf marinen Nahrmedien. Sie wurden schnell as potente Naturstoffproduzenten,
z. B. der Salinosporamide (Salinosporamid A (16a)), erkannt.3"*®

Mittlerweile mehren sich die Anzeichen, dass nicht marine Makro-, sondern symbiontisch
lebende Mikroorganismen fir die Produktion der relevanten Sekundarmetabolite verant-
wortlich sind, da strukturverwandte Verbindungen aus sehr unterschiedlichen Organismen
isoliert wurden.

Es missen daher in Zukunft schwammassoziierte Mikroorganismen oder andere Symbionten
as Quelle bioaktiver Naturstoffe in den Mittelpunkt der Forschung gertickt werden. Im
Gegensatz zu Invertebraten ist die Isolierung und Kultivierung zusédtzlich mit grof3en
Problemen behaftet, so dass bel deren Anzucht neue Wege beschritten werden miissen.
Wahrscheinlich wird in Zukunft der Ansatz verfolgt, die fir die Produktion der aktiven
Sekundarmetabolite verantwortlichen Gensequenzen in den marinen Mikroorganismen zu
identifizieren und in leichter kultivierbare Organismen (E. coli) zu transferieren.®® Die
gezielte Produktion der gewinschten Naturstoffe kann dann in unterschiedlichen Ansatz-

grofien in Bioreaktoren erfolgen.



2. Aufgabenstellung

Der Fokus der marinen Naturstoffchemie liegt heute auf der Erforschung von Wirbellosen in
tropischen und subtropischen Habitaten, wohingegen Untersuchungen von Inhaltsstoffen von
Schwammen, Koralen und anderer Invertebraten aus borealen Gewassern erst am Anfang
stehen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Schwamme und Korallen aus Norwegen auf neue
Naturstoffe hin untersucht werden. Daflir wurde zum einen Probenmaterial vom Sula-Riicken,
einem Korallenriff vor der norwegischen Westkiste, und zum anderen aus Fjorden in der
N&he von Bergen aus unterschiedlichen Tiefenzonen gesammelt. Dabei bildeten drei bzw.
vier Schwammarten verschiedenster Gattungen sowie eine Korale den Mittelpunkt der
chemischen Untersuchungen.

Auf dem Weg zur isolierten Reinsubstanz waren eine Reihe Arbeitsschritte nétig, bei dem im
ersten Schritt die Extraktion der Tiere erfolgte. Bei den unterschiedlichen Extraktionsschritten
sollte zudem gleichzeitig darauf geachtet werden, ein mdglichst breites Naturstoffspektrum
fur die anschliefRende chemische Analytik zu erfassen.

Der Extraktion war ein sog. Screening angeschlossen, bei dem durch unterschiedliche
analytische Methoden ein Uberblick tber die Art und Quantitét der Inhaltsstoffe gewonnen
wurde. Fur die Extraktion und die Analytik sollten geeignete Verfahren erprobt und etabliert
werden.

Bel Hinweisen auf interessante Verbindungen durch spezielle Voruntersuchungen, sollten
diese sukzessiv durch weitere geeignete Aufreinigungsschritte moglichst als Reinsubstanz
gewonnen werden. Liegt diese Verbindung in ausreichenden Mengen vor, kann deren
Struktur mit Hilfe verschiedener analytischer Methoden (z. B. NMR-Spektroskopie oder
M assenspektrometrie) aufgeklart werden.

Dabel sollte neben den analytischen Messmethoden auch auf geeignete Mikro- und Deriva
tisierungsreaktionen zurtickgegriffen und ggf. die Struktur der jeweiligen Zielverbindung
durch eine Teil- oder vollstandige Synthese bestimmt werden.

Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit ist in vier Abschnitte gegliedert, die die Identifizie-

rung neuer Naturstoffe aus drei verschiedenen Schwammen und einer Koralle beschreiben.
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3. Materialien und Methoden

Im Rahmen des durch das BMBF geforderten BosMAN-Projektes (BOSMAN = Boreale
' ' | Schwamme as Marine Naturstoffquelle) wurden im
- Sommer 1999 bei einer Ausfahrt mit dem Forschungs-

schiff FS ,,PoseiDoN® und dem bemannten Tauchboot
,JAGO" (s. Abbildung 6% Schwamme vom Sula-
Ricken am mittelnorwegischen Tiefschelf gesammelt.
Der Sula-Ricken (ca. 64°N, 8°E) ist Teil des nord-

europaischen Schelfhangs, der sich von der iberischen

Abbildung 6: Bemanntes Tauchboot
»JAGO" an Bord des FS ,,PoseiDoN” fiir die

Beprobung am Sula-Riicken. streckt. Er liegt ca 80 km vor Trondheim (s.

Halbinsel bis zum nordnorwegischen Tiefschelf er-

Abbildung 7%) in 250 bis 320 m Wassertiefe und wird durch eines der groRten bekannten
Tiefwasserkorallenriffe im Nordostatlantik gebildet (Lange: '¢W o L
13 km, Breite 0.3 km, rel. Hohe: 15 bis 35 m) 20414243 o Ao

Die Kaltwasserkoralle Lophelia pertusa stellt den Haupt- ' \ /‘é"z* 65°
riffbildner am Sula-Riicken. Sie ist in der Lage, ihr Kalk- i

4N

skelett ohne Beteiligung photosynthetischer, endodermaler

b .
Mikrobionten aufzubauen, was dazu fihrt, dass L. pertusa in

. alen Weltmeeren und besonders im

Nordatlantik in Wassertiefen von o] 55°

250 bis 500 m (aphotisch) anzu-

- ot 43,44,45 Abbildung 7: Lage des Sula
] treffen ist. Rickens und des Korsfjords bel

Eine weitere Probennahme fand im Bergenin Norwegen.

Herbst 2001 im Korsfjord bei Bergen, Norwegen (60°09'12'’N,
05°08'52"'E) bei drei Ausfahrten statt. Dabel wurde umfangreiches
- Schwamm- und Korallenmaterial mit Hilfe einer Dreiecks-Dredsche

Abbildung  8: Dreiecks- _ . . * ,
Dredsche %Ur die Proben- dem Ortlichen Fjord entnommen (s. Abbildung 8°). Diese Proben-

nahme im Korsfjord.

nahme wurde durch die Europdische Union in Form des IHP
(Improving Human Research Potential; Contract No. HPRI-CT-1999-00056) geftrdert.

* Bildmaterial: Koordination (Prof. Dr. W. Michaglis, Dr. T. Pape) des Verbundprojektes BOSMAN
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Mit dem bemannten Unterseeboot ,, JAGO" kann die Probennahme gezielt videolberwacht und
ferngesteuert mit einem Greifarm erfolgen. Eine Beschadigung des Korallenriffes wird
dadurch weltestgehend vermieden. Das Dredschen ist dagegen weniger schonend. Die
Triangel wird an den Fjordwanden hinter dem Schiff hergezogen und reif3t die festsitzenden
Tiere und Pflanzen (Schwamme, Korallen, Algen etc.) in den Fangkorb.

Aufgrund der modernen Fischfangmethoden mit Trawlern sowie grofen, bis an den
Meeresboden reichenden Schleppnetzen sind vielerorts Korallenriffe bereits stark beschadigt
oder vollstandig zerstort worden. Das Dredschen wurde nur dreimal durchgefihrt, da danach
ausreichend Probenmaterial zur Verfiigung stand. Es stellte sich heraus, dass sich das Proben-
inventar vom Sula-Riicken mit dem des Korsfjords grofitenteils deckte.

Bel der Korsfjord-Beprobung wurden zundchst die Proben taxonomisch durch Frau Dr.
Friederike Hoffmann und Herrn Dr. Hans Tore Rapp bestimmt, in Wasserbehéltern aufbe-
wahrt und anschlief3end zur weiteren Verwendung bei - 25 °C tief gefroren.

Da marine Invertebraten ein umfangreiches Spektrum an Sekundéarmetaboliten enthalten,
muss, bevor die Isolierung und Identifizierung von Reinsubstanzen erfolgen kann, ein ge-
eignetes Extraktions- und Aufarbeitungsverfahren angewendet werden, bei dem in wenigen
Schritten der Grofdteil der enthaltenen Naturstoffe zuganglich wird. Dieses Verfahren sollte
reproduzierbare Ergebnisse liefern und zu mdglichst geringer Artefaktbildung fuhren.

In der Literatur zur marinen Naturstoffforschung sind u. a. die unterschiedlichen, klassischen
Aufarbeitungsmethoden beschrieben worden. Es handelt sich dabei um mehr oder weniger
schonende Verfahren (z. B. Gefriertrocknung, Soxhlett-Extraktion).

Obwohl marine Invertebraten ein erhebliches Mal3 Wasser enthalten, das bei der Analytik von
Naturstoffen als storender Faktor auftritt, wird im Rahmen dieser Arbeit ein von Solter
entwickeltes Extraktionsverfahren angewendet (Abbildung 9), bei dem im ersten Extraktions-
schritt die Naturstoffe gemeinsam mit dem in den Proben enthaltenen Wasser extrahiert
werden.*

Fur diesen ersten Extraktionsschritt wird Aceton gewahlt, das ein breites Polaritatsspektrum
von Naturstoffen erfasst, chemisch relativ inert ist und leicht aus dem Wasser entfernt werden
kann. Es wird von nassem, tief gefrorenem Probenmaterial ausgegangen, das bereits in
Gegenwart des L 6sungsmittels homogenisiert wird.

Nach der Extraktion wird das Aceton im Vakuum entfernt und die wéassrige Phase
anschlief3end in mehreren Flissig-FlUssig-Extraktionsschritten mit Lésungsmitteln extrahiert,
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welche nicht mit Wasser mischbar sind und unterschiedliche Polaritét aufweisen, wie Pentan,
Ethylacetat oder Dichlormethan.

Im letzten Schritt wird zur Abtrennung polarer Komponenten der zuvor erhaltene wassrige
Extrakt wiederum mit einem mit Wasser nicht mischbaren Lodsungsmittel (1-Butanol)

extrahiert.
Homogenisierung,
Extraktion mit Aceton,
Filtration
festes Substrat Aceton-Extrakt
Extraktion mit Dichlormethan Nintfemen des Acetons im Vakuum
Filtration
wassriger Extrakt I
festes Substratl [Dichlormethanextrakt ] flussig/flissig Extraktion
mit Dichlormethan
Chromatographie
— - (Kieselgel, RP18, etc.)
wassriger Extraktl l chhlormethanextraktl >
flussig/flussig Extraktion
mit 1-Butanol
Chromatographie Chromatographie

Kieselgel, RP18, etc. . Kieselgel, RP18, etc.
< (Kieselgel, . ete) wassriger Extrakt] [Butanolextrakt] (Kieselge ete) >

Abbildung 9:  Extraktionsschema zur Herstellung von Extrakten aus marinen Invertebraten

Abbildung 9 zeigt das Extraktionsschema fur die Aufarbeitung der in dieser Arbeit ver-
wendeten Invertebraten. Die gewonnenen Extrakte werden primér durch chromatographische
Methoden getrennt. Neben diesem Verfahren wird auch die zur Aufarbeitung von pflanz-
lichem Material genutzte Wasserdampfdestillation angewendet.

Ein Screening der leichtfllichtigen Komponenten erfolgt durch die Kopplung von Gas-
chromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS), welche die direkte Analyse von
Substanzgemischen erlaubt.

Mit Hilfe massenspektrometrischer Daten und/oder dem elektronischen Abgleich von
Bibliothekseintrégen kann einer Substanz eine Struktur zugeordnet werden. Reichen die so
gewonnenen Daten nicht flr einen eindeutigen Bewels aus, kann deren Struktur auf zwei
unterschiedlichen Wegen aufgeklart werden. Eine Variante stellt die Isolierung der betref-
fenden unbekannten Substanz und deren Strukturaufklérung z. B. mittels Kernresonanzspek-
troskopie dar. Andererseits kann ein indirekter Strukturbeweis durch Synthese dieser
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Verbindung mit anschlieffendem Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren mit der
jeweiligen Naturprobe erfolgen.

Um weitere Informationen Uber fllichtige Verbindungen zu erhalten, besteht die Méglichkeit
der chemischen lonisation der durch Gaschromatographie aufgetrennten Verbindungen, um
deren Molmasse zu bestimmen. Weiterhin kann durch hochaufl6sende Massenspektrometrie
durch Zufihrung einer Referenzsubstanz (PFK, Perfluorkerosin) die elementare Zusammen-
setzung des Molekilions sowie die von Tochterionen bestimmt werden.

Bei polaren Extrakten treten wegen der geringen Flichtigkeit der enthaltenen Substanzen
Probleme auf, so dass eine gaschromatographi sch-massenspektrometrische Untersuchung nur
nach vorheriger Derivatisierung (z. B. Acetylierung, Silylierung, Methylierung) sinnvoll
erscheint. Eine andere Methode, polare, nicht fllichtige Komponenten zu untersuchen ist die
Kopplung von Flissigkeitschromatographie und Massenspektrometrie (LC-MS oder HPLC-
MS), wobel der Vorteil dieser Methode darin besteht, das im Gegensatiz zur GC-MS-
Methodik z. B. wassrige Extrakte direkt vermessen werden kénnen. Im Unterschied zur GC-
MS (El) erfolgt bei der Flissigchromatographie die lonisation durch Elektrospray (ESI) oder
APCI (atmospheric pressure chemical ionisation) und liefert nur Molekulionen. Es besteht die
Maoglichkeit, sowohl im positiven als auch im negativen lonisationsmodus zu messen.
Zusétzlich kann mit Hilfe einer lonenfalle eine nachtragliche Fragmentierung der detektierten
Molekllionen durchgefihrt werden.

Die Zufihrung des Analyten oder eines Substanzgemisches zur lonisationsquelle kann auf
zwei unterschiedlichen Weisen erfolgen. Die eine Variante enthalt eine vorgeschaltete HPL C-
Apparatur, die eine Fraktion aus mehreren Substanzen unter geeigneten Bedingungen vorzu-
trennen vermag und anschlief3end die aufgetrennten Einzelsubstanzen ionisiert und detektiert.
Bei der anderen Methode erfolgt die Zufiihrung eines Extraktes oder bereits anderweltig
vorgetrennter Fraktionen mittels Spritzenpumpe zur lonisationsgquelle. Analog zur GC-MS
kann bei dem verwendeten LC-MS-Gerét (Sektorfeld-lonenfallen-MS-MS-Kopplung) durch
Zusatz geeigneter Standards (Polyethylen- oder Polypropylenglycol) die Summenformel von
Molekllionen bestimmt werden. Mit Hilfe dieser Methode kdnnen vorab massenspektro-
metrische Informationen Uber die einzelnen Komponenten gewonnen werden, deren Gehalt
aber letztendlich fur die Strukturaufklérung einer wissenschaftlich neuen Substanz nicht aus-
reicht.

Zur préparativen Trennung der Extrakte wurden die gangigen chromatographischen Verfahren
(Normaldruck- und Flash-Cromatographie) an Normalphasen, modifizierten Kieselgelen
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(RP18, Aminopropyl) oder Sephadex LH-20 sowie die Hochdruckfllssigkeitschromato-
graphie (HPLC) an modifizierten Kieselgelen (RP18 und Aminopropyl) angewendet.

Die Strukturaufklérung erfolgte mittels NMR-Spektroskopie, anhand einer Reihe ein- und

zweidimensionaler Experimente, (ber die an dieser Stelle ein kurzer Uberblick gegeben

werden soll:

1D-Experimente:

2D-Experimente:

H,'H-cosY

H,Bc-cosy

HMQC/HSQC

HMBC

NOESY
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'"H-NMR
3C-NMR (PENDANT-, Breitband entkoppelte sowie DEPT-Spektren)

Kopplungen benachbarter Protonen (2J- oder 3J-Kopplungen) sowie weit
reichende “J-K opplungen (Allyl- und W-K opplungen)

zeigt die direkte Kopplung (*J-Kopplung) zwischen einem Proton und
seinem unmittelbar gebundenen Kohlenstoffatom

liefern identische Informationen wie das ‘H,**C-COSY -Spektrum, sind
aber protonensensitiv, was von Vortell ist, wenn Substanzmengen vor-
liegen, die nicht fiir **C-Experimente ausreichen

protonensensitives, heteronukleares NMR-Experiment, das die 2J- und 3J-
Kopplungen (teilweise auch weiter entfernte Kopplungen) von Protonen
mit Kohlenstoffatomen in seiner chemischen Umgebung detektiert
homonukleares 2D-NM R-Experiment, das Kopplungen aufgrund des durch
den Raum wirkenden Kern-Overhauser-Effekts von miteinander wechsel-

wirkenden Protonen zeigt



47,48,49

4. Uber die Biologie von Schwammen

Schwamme (Porifera) sind die primitivsten, multizelluléren Tiere. Sie existieren bereits seit
ungeféhr 600 Millionen Jahren und sind heute in allen aguatischen Lebensréumen anzu-
treffen, von marinen Flachwassergebieten bis in tiefste Ozeangraben. Schétzungen gehen von
etwa 8000 Arten aus, die bis auf wenige Sul3wasserschwamme alle in marinen Bereichen
leben.

Die Porifera werden in drel gut von einander unterscheidbare Gruppen unterteilt: die
Hexactinellida (Glasschwamme), die Calcarea (Kalkschwamme) und die Demospongiae.
Schwamme sind sessile und ausschliefdich im Wasser Iebende Vielzeller, die zum Leben das
Umgebungswasser filtrieren. Diese Filteraktivitdt liefert dem Schwamm Sauerstoff und
Nahrung in Form von Pico- und Nanoplankton, sowie kolloidale organische Makromolekiile.
Sie sind Ubersaht mit mikroskopisch kleinen Poren (Porifera = Porentréger) Uber die das
Wasser aufgenommen und tber Kandle an die Choanocytenkammern weitergeleitet wird. Die
Schwammgzellen tbernehmen dann den Nahrungstransport in alle Regionen des Korpers, z. B.
steuern sie die Skelettbildung. Das filtrierte Wasser, angereichert mit Stoffwechsel produkten,
verlasst anschlieffend den Schwamm uber eine oder mehrere Offnungen (Osculum).
Schwamme verfligen Uber keine Organe, Gonaden, kein Nervensystem und keine Blutgefalie.
Ihr Aufbau besteht meist aus einem inneren Kiesel- oder Kalkskelett (sog. Spiculae, Nadeln
oder Skleren) sowie Kollagen-Fasern. Aufgrund des z. T. aulRerst unterschiedlichen morpho-
logischen Aufbaus kdnnen Schwamme die verschiedensten Wuchsformen annehmen. Auch in
ihrer GroRe und ihrem Gewicht sind sie sehr variabel und weisen oftmals intensive Farbungen
auf.

In den letzten Jahren sind die mit den Schwammen mehr oder weniger eng in Symbiose
lebenden Mikroorganismen (Bakterien, Cyanobakterien, einzellige Grinalgen) intensiv unter-
sucht worden.

Es sind Schwamme beschrieben worden, die sich nicht allein durch das Wasserfiltrieren,
sondern sich zusétzlich von Nahrstoffen erndhren, die durch symbiontisch Iebende Mikro-
organismen bereitgestellt werden.

Hinzu kommt, dass Schwamme weder vor Fral¥feinden (Fische, Schildkréten etc.) fliehen,
noch sich anderweitig physikalisch gegen Feinde zur Wehr setzen konnen. Daher ist es
maoglich, dass sie Uber eine chemische Abwehr verfigen und ihre Symbionten zu ihrem
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Schutz beitragen. Hier stellt sich die Frage, ob der Schwamm oder die Mikroorganismen die
eigentlichen Produzenten relevanter Naturstoffe sind.

Die Nutzung des Genoms der Mikroorganismen in Bio- oder Gentechnologie zur Herstellung
von geeigneten Sekundarmetaboliten und deren langfristiger Einsatz in der Pharmaindustrie

steht momentan am Anfang der Entwicklung.
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5. Haloazulene aus Hymedesmia paupertas (BOWERBANK)

5.1. Einleitung

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Schwamme m
Hymedesmia paupertas (BOWERBANK, 1866) und
Hymedesmia sp. gehdren der Familie der Hymedesmiidae
(TopseNT, 1928; Demospongiae, Poecilosclerida,
Myxillina) an. Die Unterordnung Myxillina wird
zusétzlich in ef Familien (u. a Hymedesmiidae,
Myxillidae, Crellidae, Tedaniidae) unterteilt. Die
Familien Anchinoidae und Hymedsmiidae sensu Topsent,
1928c:54 werden neuerdings in  der Familie
Hymedesmiidae zusammengefasst, die u. a die
Gattungen Hymedesmia, Hemimycale, Kirkpatrickia, Abbildung 10: Hymedesmia paupertas

) ) ) ~auf festem Substrat und Dichlormethan-
Hamigera, Pseudohalichondria  beherbergen. Die extrakt (kl. Bild)

Gattung Hymedesmia (BOWERBANK, 1864) gliedert sich wiederum in die zwei Unter-
gattungen Hymedesmia (BOWERBANK, 1864) und Sytlopus (FRISTEDT, 1885).%

Doméne Animalia

Stamm Porifera

Klasse Hexactinellida Demospongiae Calcarea

Ordnung Poecilosclerida + 12 weitere Ordnungen
Unterordnung Microcionina Myxillina Mycalina Latrunculina
Familie Hymedesmiidae + 10 weitere Familien

Gattung Hymedesmia +9 weitere Genera

Untergattung Hymedesmia Stylopus

Abbildung 11:  Phylogenetische Einteilung von H. paupertas
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Es handelt sich bel Vertretern der Gattung Hymedesmia um inkrustierende Schwamme, die in
unregelmaRigen Formen als diinner Uberzug kolonieartig (als , Flecken* mit einem Durch-
messer von je ca. 1 - 2 cm) auf festem Substrat wachsen. H. paupertas und das nicht ndher
bestimmte Hymedesmia-Exemplar fallen durch ihre intensive blaue Fabung auf
(s. Abbildung 10)*. Die Oberflache der Schwamme zeichnet sich durch die Anwesenheit von
kleinen, siebartigen Poren aus. Sie sind in borealen Gewassern heimisch und an den Kisten
Irlands, Schottlands, Schwedens und Norwegens bis in Wassertiefen von 400 m anzutreffen.*
H. paupertas wurde bei der Beprobung am Korsfjord als diinner Uberzug auf dem Schwamm
Geodia barretti vorgefunden.

Die Chemie der Familie Hymedesmiidae mit ihren zehn Gattungen ist Gegenstand zahlreicher
Publikationen. So konnten beispielsweise aus den Schwammen Hamigera tarangaensis die
Hamigerane A und B> (17, 18) und aus Kirkpatrickia variolosa u. a. die Varioline A, B und

D3 (19 - 21) isoliert werden.

OH O
Br (0]
H (0]
17: Hamigeran A \< 18: Hamigeran B
T
NH

HiC_ @ 2 HO—S—

N= N (0] OH

N\

19: Variloin A 20: Variloin B 21: Variloin D

Abbildung 12:  Aus Arten der Familie Hymedesmiidae bekannte Verbindungen Hamigeran A und B (17, 18)
sowie Variolin A, B und D (19 - 21). Ein neues Sterolsulfat aus Stylopus australis (22).

Dagegen sind bisher keine Arbeiten, Uber Inhaltsstoffe oder Sekundarmetabolite aus
Hymedesmia-Arten in der Literatur bekannt. Lediglich aus Stylopus australis wurde das

Sterolsulfat 22 isoliert.>

* Bildmaterial: Koordination (Prof. Dr. W. Michaglis, Dr. T. Pape) des Verbundprojektes BosMAN (groRes
Foto); kleines Foto: eigene Aufnahme

19



5.2. Isolierung und Identifizierung neuer Haloazulene

5.2.1. Ubersicht

Die Aufarbeitung von 3 g H. paupertas erfolgte in leicht abgewandelter Form nach dem im
Kapitel 3 beschriebenen Extraktionsverfahren. Auf die Extraktion mit Pentan wurde
verzichtet und gleich die Flissig-FlUssig-Extraktion mit Dichlormethan durchgefihrt,
wodurch die intensiv blauen Verbindungen quantitativ in der organischen Phase abgetrennt
und eine klare, wassrige Phase erhalten werden konnte. Das Gaschromatogramm der

fllchtigen Komponenten des Dichlormethanextraktes zeigt Abbildung 13.

23
24
Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffe unbekannte,
\ halogenierte Verbindungen
_NA—
e N
' "~ I
28
27
Steroide
25 26 f_)%
_ I LA JL o M
8 10 12 14 16 18 20 22 24 rt(Min) 26

Abbildung 13: Gaschromatogramm des Dichlormethanextraktes von H. paupertas [Saule: HP-1, 30 m,
Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C/min, 300 °C, 40 min. isotherm]

Das Gaschromatogramm des Dichlormethanextraktes kann formal in drei Bereiche unterteilt
werden. Im leicht flichtigen Tell bis 15 min. kénnen anhand ihrer Massenspektren un-
funktionalisierte Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe detektiert werden. Darauf folgt eine Reihe
halogenierter Komponenten (chloriert bzw. bromiert) sowie abschlief?end ein Bereich mit
Steroid-Alkoholen. Die beiden Sesquiterpen-K ohlenwasserstoffe 23 und 24 stellen die Haupt-
komponenten des Extraktes dar. Von beiden Verbindungen sowie zahlreichen in diesem
Extrakt vorhandenen halogenierten Substanzen wurde mittels hochaufgelster Massen-
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spektrometrie die Summeformel bestimmt. 23 (Summenformel: CisHig; M =198 g/mol,
7 Doppelbindungsaquivalente”) und 24 (Summenformel: CisHis; M = 196 g/mol, 8 DBE)
sowie die halogenierten Verbindungen (u. a. 25 - 28) zeichnen sich durch einen sehr hohen
Unséttigungsgrad aus. Die intensiv blaue Farbung des Extraktes sowie charakteristische
Massenspektren weisen bei diesen Substanzen auf Azulenderivate hin.

Fur die halogenierten Verbindungen konnen auf der Basis der durch hochauflésende M assen-
spektrometrie bestimmten Summenformeln in der Literatur keine Vergleichssubstanzen oder

M assenspektren gefunden werden.

5.2.2. Anreicherung

Die Auftrennung der einzelnen Inhaltsstoffe dieses Dichlormethanextraktes erfolgte saulen-
chromatographisch an Kieselgel mit einem Losungsmittelgradienten. Dazu wurde anfénglich
ein Pentan:Ethylacetat-Gemisch im Verhéltnis 30:1 verwendet. Die polareren Verbindungen
eluierten abschlieRend mit einem Pentan: Ethylacetat-Gemisch im Verhaltnis 1:1. Es wurden
50 Fraktionen und ein Methanol-Nachlauf erhalten. Auf diese Weise konnte die Kompo-
nenten 23, 27 und 28 as Reinsubstanzen erhalten werden. Die Reinigung der Verbindungen
24, 25 und 26 erfolgte mit Hilfe praparativer Gaschromatographie.

Dichlormethan-
Gesamtextrakt
(ca. 3 g Schwamm, Nassgewicht)

Flashchromatographie | Losungsmittelgradient
an Kieselgel Pentan - Ethylacetat
30:1——1:1

Fraktion 4 (23) ) Fraktion 20 (27) ) Fraktionen 40 - 50 (28)
gelblich Fraktionen 5 - 10 blau Fraktionen 21 - 39 blau Methanol-
M =198 blau M = 262 blau M = 320 NaChEUf
CisHig C15H15CIO; C17H17CIO, ge
praparative praparative
Gaschromatographie Gaschromatographie
gelblich (23) blau (24) blau (25) blau (26)
M =198 M =196 M =216 M =230
CisHig CisHie C14H13Cl C15H15C

Abbildung 14:  Aufarbeitungsschema zur |solierung einzelner Komponenten

* Die Anzahl Doppelbindungsaquivalente X (Ringe, Doppel- und Dreifachbindungen; kurz DBE; engl.: double
bond equivalents) kann aus der Summenformel anhand folgender Gleichung bestimmt werden:

X :w , wobei adie Anzahl vierwertiger (C, Si), b einwertiger (H, Halogene) und d dreiwertiger (N,
P) Atome darstellen.
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Fraktion 4 enthielt die Hauptkomponente 23 des Extraktes, eine leicht gelblich 6lige
Substanz, gefolgt von einer blauen Mischfraktion, die die Substanzen 23 und 24 enthielt. Das
Gemisch wurde durch praparative Gaschromatographie aufgetrennt, wobei 24 als blaues O
abgetrennt wurde. Fraktion 20 enthielt die blaue, einfach chlorierte Substanz 27 mit der
Zusammensetzung CisH15ClO, (8 DBE). Auf zehn Fraktionen (40 - 50) verteilte sich 28, als
eine ebenfalls blaue Substanz mit der Summenformel Cyi7H17ClO4 (9 DBE). 27 und 28 wurden
in ausreichenden Mengen isoliert, so dass deren Strukturen mittels ein- und zwei-
dimensionaler NM R-Spektroskopie aufgeklart werden konnten.

Das Gemisch der Fraktionen 21 - 39 aus zwel einfach chlorierten Kohlenwasserstoffen mit
den Zusammensetzungen C,4H13Cl (8 DBE, 25) sowie Cy5H15Cl (8 DBE, 26) wurde ebenfalls
mittels préparativer Gaschromatographie getrennt. Es zeigte sich, dass es sich bei beiden
Substanzen ebenfalls um kornblumenblaue Verbindungen handelte. Von beiden Isolaten
wurde ein *H-NMR-Spektrum angefertigt, wobei von 26 im Gegensatz zu 25, dessen isolierte
Substanzmenge nicht fir ein aussagekraftiges Spektrum ausreichte, ein Protonenspektrum

erhalten werden konnte.
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5.2.3. Strukturaufklarung isolierter Verbindungen

5.2.3.1. Lactarazulen (24)

Einleitend soll der tiefblaue Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff 24 mit der Zusammensetzung
CisHi6 diskutiert werden. Eine Literaturrecherche ergab, dass drei natirlich vorkommende
Kohlenwasserstoffe mit dieser Summenformel existieren. Es handelt sich dabel um 1,1,2,5-
Tetramethyl-1H-cycloprop[a]azulen (29) aus dem Bambus Chimonocalamus pallens (HsucH

56,57

& YN® und Lactarofulven®>’ (30) bzw. Lactarazulen” (24) aus dem Echten Reizker

Lactarius deliciosus (weitere Erlauterungen in der Diskussion (Kapitel 5.5., Seite 79)).

/ /
KO L (0
29 30 24
Abbildung 15:  Naturlich vorkommende K ohlenwasserstoffe mit der Zusammensetzung CisHig: 1,1,2,5-Tetra

methyl-1H-cycloprop[alazulen (29) (links), Lactarofulven (30) (Mitte) und Lactarazulen (24)
(rechts)

Abbildung 16 und Tabelle 1 zeigen das Massenspektrum sowie die Zusammensetzung des
Molekulions bzw. wichtiger Fragmente von 24.

1001 196

CisHie

- 41 (C4Hg)

]

% A

40 60 80 100 120 140 160 180 m/z 200

Abbildung 16: Massenspektrum von 24 (El, 70 V)
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gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] LI
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente

196 196.125 196.125 CisHs 1.7 0.3 8

181 181.101 181.102 CuHis 4.5 0.8 8.5

165 165.069 165.070 CisHg 10.5 17 9.5

155 155.086 155.086 CpHyg -2.2 -0.3 7.5

128 128.062 128.063 CioHs -59 -0.8 7
Tabelle 1: Atomare Zusammensetzung des Molekiilions und wichtiger Fragmentionen von 24

Es handelt sich hierbel um eine stark ungeséttigte Verbindung mit 8 DBE. Die Fragmente
m/z 181 und m/z 165 erkléren sich durch Abspaltungen von Methylgruppen aus dem
Molekulion bzw. dem ersten Tochterion m/z 181.

100 A

1761
1190
€ 98- |
£ 1021 713
® 1627
o 1272
£
2
I ~N
g 3072
F 99.6 - gos| 774
814
e 1379
15457 e |
2980—
1425
99.4 1 2031
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
Wellenzahl [cm™1]
Abbildung 17:  GC-FTIR-Spektrum von 24

Diese Verbindung zeigt typische Absorptionsbanden eines aromatischen Kohlenwasserstoffs
im GC-FTIR-Spektrum. So ist die Valenzschwingung der aromatisch gebundenen Wasser-
stoffatome bei 3072 cm™, gefolgt von den starken Vaenzschwingungen der Methylgruppen
bei 2931 und 2980 cm™, sehr gut zu erkennen. Die Methylgruppen lassen sich daneben auch
anhand ihrer CH-Deformationsschwingungen bei 1379 und 1425 cm™ charakterisieren. Das
konjugierte aromatische Ringsystem ist deutlich an den C=C-Valenzbanden bei 1526, 1545
und 1627 cm™ auszumachen. Der Fingerprintbereich (711, 774, 814 und 895 cm™) lasst auf

die Deformationsschwingungen aromatisch gebundener Wasserstoffatome schliefden.
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Abbildung 18: *H-NMR-Spektrum von 24 [700 MHz, Benzol-ds]. Die chemischen Verschiebungen der
Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von 6.7 - 8.5 ppm ist ver-
groRert dargestellt.

Abbildung 18 zeigt das 700 MHz Protonenspektrum von 24. Korreliert mit dem HSQC-
Spektrum lassen sich darin im Hochfeldbereich drei Methylgruppen (64 = 2.09, 2.55 und
2.57 ppm) als Singuletts, eine an einem quartéren Kohlenstoffatom gebundene Methylen-
gruppe (8cH, = 5.09 und 5.31 ppm) im olefinischen Bereich sowie finf Methinprotonen im
aromatischen Tieffeld von 6.73 bis 8.48 ppm erkennen. Durch das Protonen- bzw. das *H,*H-
COSY -Spektrum konnen bereits vier aromatische Methinprotonen in zwei verschiedenen
Spinsystemen anhand ihrer Kopplungskonstanten und charakteristischer Dacheffekte zuge-
ordnet werden: Das Proton mit der chemischen Verschiebung von &4 = 6.73 ppm ist dem bei
dn = 7.49 ppm benachbart sowie das Proton bel 6y = 7.30 ppm dem bei &y = 7.64 ppm.

Dadie drei Methylgruppen lediglich als Singuletts auftreten, liegt die Vermutung nahe, dass
diese an quartére K ohlenstoffatome gebunden sind.

Aufgrund zu geringer Substanzmenge konnte kein **C-NM R-Spektrum von dieser Substanz
erhalten werden, so dass die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome anhand zwei -
dimensionaler HSQC- und HMBC-Spektren ermittelt wurden. Das HMBC-Spektrum gibt

Auskunft Uber sechs quartére Kohlenstoffatome, von denen eins olefinischer Natur (6¢ =
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147.64 ppm) ist und mit der Methylengruppe bei ¢ = 112.44 ppm sowie einer Methylgruppe
(6n = 23.25 ppm) zu einer |sopropenylgruppe verknupft ist.

In 24 sind 8 Doppel bindungsaguival ente enthalten, wovon sich eines auf eine olefinische und
funf auf aromatische Doppelbindungen verteilen. Fir die verbleibenden zwei Aquivalente
bleiben damit nur Carbocyclen, so dass sich fir 24 eine bicyclische Struktur ergibt. Auch
angesichts der blauen Farbe der Substanz kann moglicherweise von einem Azulen-Grund-

koOrper ausgegangen werden.

5 (BC)| 8 (*H) J

Pos. Int. 'H,'H-COSY HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [Hz]

1 |12766| - - - - -

2 |13567| 764 | 1H d,J=38 3-H - 9-CH;

3 |11352| 7.30 | 1H d,J=38 2-H - 10-CH3

3a [137.97| - - - - - -

4 |145.08| - - - - - -

5 |122.86| 6.73 | 1H d,J=10.6 6-H C-33, C-6, C-10 10-CH;

6 |133.83| 749 | 1H |dd,J;=10.8,J),=2 5-H, 8-H C-4,C-7,C11 13-CH;

7 113247 - - - - - -

8 |131.93| 848 | 1H d,J=19 6-H C-1, C-3a, C-6, C-11|{9-CHg, 13-CHj3, 12-CH; (b)
8a |124.68| - - - - - -

9 | 1298 | 255 | 3H S - C-1 2-H, 8-H

10 | 2387 | 257 | 3H s - C-3g, C-8g, C-12 3-H, 5-H

11 |14764| - - - - - -

12 |112.44 5.09 (a)| 1H S 13-CHj, 12-CH, (b) C-6 13-CH;

" |5.31(b)| 1H s 13-CHs, 12-CH; () C-6, C-11 8-H
131 2325| 2.09 | 3H s 12-CH, (a/b) C-6, C-11 12-CH, (a), 6-H, 8-H
Tabelle 2: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome und Protonen sowie enthaltene Kopplungs-

konstanten [*H: 700 MHz bzw. **C: 100.6 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im H,*H-
COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.

Vergleicht man die erhaltenen NMR-Daten mit denen des kauflichen Guajazulens™® (31), so
findet sich das aromatische Proton mit charakteristischer Tieffeldverschiebung von Uber
Oy = 8 ppm (in 31: 8-H mit 6y = 8.22 ppm (s. FulRnote)) wieder. Dieses Proton ist Ausgangs-
punkt for die Strukturaufklarung von 24, wobei das NOESY-Spektrum entscheidende

Hinweise auf die Position der 1sopropenylgruppe sowie der weiteren zwei Methylgruppen am

* IH-NMR (500 MHz, CeDg): & [ppm] = 8.22 (d, J = 1.9, 1H, 8-H), 7.69 (d, J = 3.5, 1H, 2-H), 7.31 (d,
J=38,1H, 3-H), 7.21 (dd, J; = 10.7 Hz, J, = 1.9, 1H, 6-H), 6.78 (d, J = 10.7, 1H, 5-H), 2.78 - 2.87 (m,
J=6.9, 1H, 11-H), 2.62 (s, 3H, 9-CHy), 2.61 (s, 3H, 10-CH3), 1.22 (d, J = 6.9 Hz, 6H, 12-CH3, 13-CHs)
C-NMR (100.6 MHz, CsDy): & [ppm] = 144.14 (C-4, C;), 139.76 (C-7, C;), 138.12 (C-8a, C,), 137.25
(C-3a, C;), 136.79 (C-2, CH), 134.66 (C-6, CH), 133.32 (C-8, CH), 125.41 (C-1, Cy), 125.26 (C-5, CH),
11357 (C-3, CH), 38.53 (C-11, CH), 24.88 (C-12, C-13, 2 CHj), 24.02 (C-10, CHj), 13.07 (C-9, CHy)
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Ringsystem liefert. Die daraus abgeleitete Struktur und die Nummerierung der einzelnen
Atomeist zur Verdeutlichung bereits in Abbildung 19 dargestellt.

i i i i 2 i 12-CH,
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13—CH3% @ @
9-CHs
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Abbildung 19:  Ausschnitt aus dem NOESY -Spektrum von 24 [700 MHz, Benzol-dg]. Wichtige Kopplungen
fur die Bestimmung des Substitutionsmusters des Azulensystems sind markiert. Der Kopp-
lungsbereich der Methylgruppen mit den aromatischen Protonen ist z. T. vergrof3ert dargestellt.

Das NOESY -Spektrum verdeutlicht, dass die drei Methylgruppen der Verbindung jeweils
zwei aromatische Methinprotonen des Ringsystems as Kopplungspartner besitzen (Markie-
rungen in Abbildung 19). So koppelt die Methylgruppe 13-CH3; des Isopropenyl-
Substituenten mit dem tieffeldverschobenen Proton 8-H und 6-H und ein olefinisches Proton
der Doppelbindung (12-CHy; &4 = 5.31 ppm) mit dem tieffel dverschobenen Proton 8-H.
Anaog verhalten sich die Methylgruppen 9-CH3 und 10-CHg, die mit den Protonen 8-H und
2-H bzw. 5-H und 3-H einen NOE zeigen (s. Abbildung 19, vergroferter Ausschnitt).

Anhand dieser Daten kdnnen eindeutig die Stellung der Isopropenylgruppe und der zwel
weiteren Methylgruppen am Azulenkorper geklért werden. Es handelt sich bel der isolierten
Verbindung um das 1,4-Dimethyl-7-(1-methylethenyl)azulen, das auch den Trivialnamen
Lactarazulen (24) tragt.
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Im 'H,'H-COSY-Spektrum ist neben den Kreuzsignalen der unmittelbar benachbarten
Protonen eine alylische “J4 w-Kopplung (W-Kopplung) zwischen 6-H und 8-H mit einer
Kopplungskonstante von 2 Hz sichtbar.

Mit Hilfe des HMBC-Spektrums kdnnen u. a. die quartéren Kohlenstoffatome eindeutig
zugeordnet werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20:  Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von 24 zur Aufklérung der Verknlpfung der quartéren
K ohlenstoffatome [700 MHz, Benzol-dg].

Das quartare Kohlenstoffatom Cg-11 ist gleichzeitig Kopplungspartner von zwel Protonen
(6-H, 8-H), der Methylen- (12-CH) und einer Methylgruppe (13-CHs). Daneben sind einige
2Ju.c-Kopplungen sichtbar, z. B. koppelt 6-H mit Cq-7 und die Methylgruppen 9-CHs und
10-CHz mit ihren unmittelbar benachbarten quartdren Kohlenstoffatomen Cq-1 und Cg-4.
Ferner liegt zusétzlich eine Reihe von 2Jy c-Kopplungen innerhalb des Ringsystems vor. So
koppelt 5-H mit Cy-3a, 8-H mit C4-1 und Cy-3a sowie die Protonen der Methylgruppe 10-CHs
mit Cq-3a. Weiterhin liegen “J4.c-Kopplungen zwischen 6-H und Cqy-4 sowie zwischen den
Protonen der Methylgruppe 10-CHs; und dem Briickenkopfatom Cy-8a vor. Da die 2Jnc-
Kopplungskonstanten innerhalb des aromatischen Ringsystems sehr klein oder gleich null
sind, konnen Kopplungen von Methinprotonen mit benachbarten Kohlenstoffatomen im
HM BC-Spektrum nicht detektiert werden.
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Abbildung 21: Chemische Verschiebungen der Protonen und K ohlenstoffatome im Lactarazulen (24)
Abschlief3end wurde die vorliegende Struktur anhand einer Derivatisierungsreaktion veri-
fiziert:

Guajazulen (31) wird in Gegenwart von 1.2 Aquivalenten N-Chlorsuccinimid (32) in Toluol
bei Raumtemperatur umgesetzt.® Dabei entsteht neben Lactarazulen (24) und 3-Chlor-
guajazulen (51) eine Reihe von in der Isopropylgruppe einfach- oder mehrfach halogenierten
Azulenderivaten (Abbildung 22).

o ¥y «’
\ °' C g gt

24: Lactarazulen

Abbildung 22: Bei der Umsetzung von Guajazulen (31) mit N-Chlorsuccinimid (NCS) entsteht neben einer
Reihe mono- und dichlorierter Azulenderivate das Lactarazulen (24).

Unter Eliminierung von Salzsaure entsteht aus seitenkettensubstituierten, monochlorierten
Verbindungen 24, das mittels Saulenchromatographie und anschlief3ender préparativer Gas-
chromatographie als Reinsubstanz isoliert und spektroskopisch untersucht wurde. Die
Struktur wurde eindeutig zugeordnet und mit Literaturdaten®® verglichen.

Der Dichlormethanextrakt von H. paupertas wurde mit dem synthetisierten 24 auf ver-
schiedenen gaschromatographischen Phasen coinjiziert, so dass dessen Identitéat zweifelsfrei

bewiesen werden konnte.
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5.2.3.2.

3,7-Dihydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethyliden)azulen (23)

Bereits in Fraktion 4 der saulenchromatographischen Trennung konnte ein gelblicher Sesqui-

terpenkohlenwasserstoff mit der Summenformel CisHig und dem Molekulargewicht

198 g/mol abgetrennt werden. Diese Substanz wurde zusétzlich bel der préparativen Gaschro-
matographie zur Isolierung von 24 erhaten. Abbildung 23 zeigt das Massenspektrum und
Tabelle 3 die Zusammensetzung des Mol ekilions sowie die wichtiger Fragmente von 23.
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Abbildung 23: Massenspektrum von 23 (El, 70 eV)
gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] PPe!
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
198 198.142 198.141 CisHig -7.7 -15 7
183 183.115 183.117 CyHss 14.6 2.7 7.5
168 168.093 168.094 CuHypo 5.4 0.9 8
165 165.067 165.070 CisHg 3.8 23 9.5
155 155.079 155.086 CpHu 7.4 47.6 7.5
152 152.059 152.063 CioHg 4.1 26.8 9
143 143.090 143.086 CuHu -29.8 -4.3 6.5
128 128.063 128.0626 CioHs -59 -0.8 7
115 115.055 115.055 CoH- -05 -44 6.5
91 91.053 91.055 C;H; 13 14.5 4.5
89 89.037 89.039 C:Hs 2.1 23.6 5.5
76 76.032 76.031 CeHa -1.2 -155 5
63 63.023 63.023 CsHs 0.1 16 4.5
55 55.056 55.055 C4H- -0.7 -13.2 15
Tabelle 3: Atomare Zusammensetzung des Mol ekiilions und wichtiger Fragmentionen von 23
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Es handelt sich bel 23 ebenfalls um eine stark ungeséttigte Verbindung mit 7 Doppel-
bindungsaquivalenten, bei der auch, wie bei 24, das Molekilion m/z 198 den Basispeak des
M assenspektrums bildet. Weiterhin sind nur unspezifische Abspaltungen wie die von Methyl-
gruppen (M - 15) aus dem Molekiilion sowie aus dem lon m/z 183 zu erkennen.

M assenspektrenbibliotheken ergeben Guajazulen (31) as Strukturvorschlag. Das dies nicht
zutreffen kann, ist bereits an der Farbe der isolierten Verbindung ersichtlich (gelb und nicht
blau) und kann durch vergleichende Gaschromatographie des Dichlormethanextraktes von
H. paupertas mit kauflichem 31, als Referenzsubstanz, festgestellt werden (Abbildung 24).

/

0

—_— Lactarazulen (24)

Guajazulen (31)

r T T T T T T T 1
10 12 14 16 18 20 22 24 rt (Min) 26

Abbildung 24:  Anhand eines Vergleiches der Retentionszeiten des Naturextraktes mit kéuflichem Guajazulen
(31) kann festgestellt werden, dass es sich bei 23 nicht um Guagjazulen (31) handeln kann.
[Saule: HP-1, 30 m, Temperaturprogramm: 50 °C, 5 min. isotherm, 10 °C/min, 300 °C, 5 min.
isotherm]

Anhand dieses Gaschromatogramms ist zu erkennen, dass im Dichlormethanextrakt dieses

Schwammes ebenfalls geringe Mengen Gugjazulen (31) enthalten sind.
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Abbildung 25: GC-FTIR-Spektrum von 23

Das GC-FTIR-Spektrum des Kohlenwasserstoffs 23 deutet darauf hin, dass es sich nicht um
eine aromatische Verbindung handelt, da die charakteristischen, starken C=C-Vaenz-
schwingungen im Bereich von 1500 - 1580 cm, im Gegensatz zum Lactarazulen (24),
fehlen. Die stérksten Banden in diesem Spektrum machen wieder die Vaenzschwingungen
der Methylgruppen und der Methylengruppe (NM R-Spektrum) bei 2894, 2928 und 2973 cm*

aus. Die weiteren CH-Schwingungen im Bereich von 750 - 1500 cm™ sind unspezifische

Alken-Schwingungen.
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Abbildung 26:  *H-NMR-Spektrum von 23 [700 MHz, Benzol-ds]. Die chemischen Verschiebungen der
Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von 6.94 - 7.30 ppm ist ver-
groRert dargestellt.

Abbildung 26 zeigt das *H-NMR-Spektrum von 23. Die Integration der Signale des Protonen-
spektrums und Abgleich mit dem HMQC-Spektrum ergab vier Methylgruppen bei 6y = 1.66,
1.78, 2.15 und 2.26 ppm. Die beiden Methylgruppen bei hohem Feld spalten jeweils zu einem
Dublett auf (J ca. 1 Hz). Die Methylgruppe bel oy = 2.15 ppm liegt als Singulett und die bei
Oy = 2.26 ppm as Multiplett vor. Die Methylengruppe (6n = 2.93 ppm / d¢c = 36.32 ppm),
deren NMR-Signal zu einem Multiplett aufgespalten ist, besitzt ein sp>-hybridisiertes
Kohlenstoffatom. Vier olefinische oder aromatische M ethinprotonen mit V erschiebungen von
oy = 6.03, 6.70, 6.97 und 7.13 ppm sind zu erkennen, von denen zwel (64 = 6.97 und 7.13
ppm) direkt benachbart sind, was an dem Dacheffekt und an der Kopplungskonstanten
(Dubletts, J = 7.7 Hz) der Signale ersichtlich ist. Das Methinproton bel &4 = 6.03 ppm liegt
als Multiplett vor. Im Gegensatz zu 24 und 31 fehlt in diesem Protonenspektrum das
charakteristische Signal bei 6, = 8 ppm.

Anhand des HM BC-Spektrums kdnnen weiterhin sechs quartére, ol efinische oder aromatische
K ohlenstoffatome identifiziert werden, die mit den vier sp*hybridisierten tertidren Kohlen-

stoffatomen funf Doppelbindungen bilden. Da durch hochaufgel6ste Massenspektrometrie
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sieben Doppelbindungsdguivalente festgestellt wurden, liegt wiederum mit 23 eine
bicyclische Verbindung vor. Tabelle 4 zeigt die Verschiebungen der im Molekdl identifi-

zierten Protonen und Kohlenstoffatome.

13, 1
pos. 3 CONBCH) e | I iy cosy|  HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [HZ]

1 (12949 - - - - - -

2 1128.89| 6.03 | 1H m 3-CH, C-3,C-8a, C-9 | 9-CH3, 3-CH,

313632 | 293 | 2H m 2-H C-1, C-3a C-8a 10-CH;

3a |144.15| - - - - - -

4 (131.08| - - - - - -

5 [12556| 697 |1H|d,J=7.7 6-H C-33, C4, C-10 10-CH;

6 (12848| 713 |1H|d,J=7.7 5-H - 12-CH;

7 |134.23| - - - - - -

8 |124.90| 6.70 | 1H s - C-12,C-13 | 9-CHj3, 13-CH3
8a [14247| - - - - - -

9 | 1743 | 226 | 3H m - C-1,C-8a 2-H, 8-H

10 | 1836 | 2.15 | 3H S - C-33,C4,C5| 2-CH, 5H
11 |125.95| - - - - - -

12 11927 | 166 |[3H|d,J=10 - C-7,C-11 6-H

13 | 2577 | 1.78 |3H | d,J=13 - C-7,C-11 8-H

Tabelle 4: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome und Protonen sowie enthaltene Kopplungs-

konstanten [*H: 700 MHz bzw. °C: 100.6 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im H,'H-
COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.

Die folgende Diskussion der zweidimensionalen NMR-Spektren wird zeigen, dass es sich bel
23, wie bel 24 um ein 1,4,7-trisubstituiertes Bicyclo[5.3.0]decan-Derivat handelt. Im Gegen-
satz zu seinem aromatischen Vertreter 24, stellt 23 jedoch eine Dihydroazulenverbindung dar,
deren aromatisches 10r-Elektronensystem aufgehoben ist. Ursache dafir ist eine exocyclische
Doppelbindung an Position 7, die mit einem quartéaren Kohlenstoffatom und zwei Methyl-
gruppen eine | sopropylidengruppe bildet.

Das bereits erwahnte 1,4,7-Trisubstitutionsmuster kann analog zu 24 bel dieser Substanz mit
Hilfe des NOESY -Experimentes (s. Abbildung 27) bestimmt werden. Zur Diskussion der
Struktur wird zusétzlich das HM BC-Spektrum hinzugezogen.
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Abbildung 27:  Ausschnitt aus dem NOESY -Spektrum von 23 [700 MHz, Benzol-dg]. Die wichtigsten NOEs
fr die Bestimmung des Substitutionsmusters des bicyclischen Ringsystems sind markiert.
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Abbildung 28:  Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von 23 [700 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplung zu
quartdren Kohlenstoffatomen tragt zur Klarung des bicyclischen Ringsystems bei.
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Aus dem in Abbildung 28 gezeigten HMBC-Spektrum l&sst sich deutlich die bereits erwahnte
Isopropylidengruppe ableiten. Die beiden Hochfeld verschobenen Methylgruppen 12-CHgs
und 13-CHg3 sind Uber eine Doppelbindung, gebildet durch die quartdren Kohlenstoffatome
Cy-11 und C4-7, mit dem Ringsystem verknlpft. Weitere Kopplungspartner dieser Methyl-
gruppen sind im HMBC-Spektrum nicht auszumachen. Sie weisen dagegen jeweils einen
NOE-Partner in ihrer unmittelbaren raumlichen Umgebung auf: 12-CHj3 steht mit dem zum
Dublett aufgespalteten Proton 6-H und 13-CH3; mit dem Methinproton 8-H (Singulett) in
Wechselwirkung. 6-H und 5-H liegen benachbart zueinander, was neben der in beiden
Signalen vorhandenen Kopplungskonstanten von J = 7.7 Hz auch durch intensive Kreuz-
signale im *H,*H-COSY -Spektrum festzustellen ist. Durch fehlende Kopplungen im HMBC-
Spektrum tragt 6-H dagegen nicht zur Strukturaufklérung bei. Durch das Proton 5-H &8sst sich
neben zwei quartaren Kohlenstoffatomen Cq-3a und Cq-4 auch die Methylgruppe 10-CHg, die
an Cy4 gebunden ist, detektieren. Zusétzlich ist ein NOE zwischen 5-H und 10-CHj
vorhanden. 10-CH3 zeigt neben zwei NOEs zu 5-H und 3-CH, auch zwei Kopplungen im
HMBC-Spektrum zum benachbarten Kohlenstoffatom Cy-4 und zum verbriickenden Atom
Cy-3a. Die zu 2-H benachbarte, sp>-hybridisierte Methylengruppe gibt nahezu vollstandigen
Aufschluss Uber die Bindungsstruktur im Finfring, da deren Protonen mit den drei quartéren
Kohlenstoffatomen Cy-3a, C4-8a und Cy-1 koppeln. 2-H zeigt einen NOE zur Methylgruppe
9-CHjs, die wiederum an Cq-1 gebunden ist und mit einem zweiten NOE auf das Methinproton
8-H verweist. Dieses zeigt, wie eingangs erwédhnt, einen NOE zu 13-CHj3, verfugt dagegen
aber Uber keine nennenswerten Kopplungen im HMBC-Spektrum.

Anhand dieser Daten ist bewiesen, dass es sich bel 23 um eine bicyclische Verbindung mit
einem anellierten 7-5-Ringsystem handelt, das Uber die quartéren Kohlenstoffatome Cy-3a
(8¢ = 144.15 ppm) und C4-8a (d¢c = 142.47 ppm) miteinander verbriickt ist.

Anhand dieser NMR-Daten kdnnen weitere Verbindungen eindeutig ausgeschlossen werden,
S0 z. B. das 1,7-Dihydro-3,4-dimethyl-7-(1-methylethyliden)azulen (23A).

s RO

23 23A

Abbildung 29: 1,7-Dihydro-3,4-dimethyl-7-(1-methylethyliden)azulen (23A) kann as weiterer Strukturvor-
schlag anhand der eindeutigen NM R-Daten ausgeschlossen werden.
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Es handelt sich daher bel dieser Verbindung eindeutig um 3,7-Dihydro-1,4-dimethyl-7-(1-
methylethyliden)azulen (23), dessen NMR-Daten in Abbildung 30 zugeordnet sind.

13-CHg
1.78
25.77

125.56 131.08 36.32

10-CH3
2.15
18.36

Abbildung 30: Chemische Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome von 3,7-Dihydro-1,4-di-
methyl-7-(1-methylethyliden)azulen (23).

Zu 23 wurden bereits strukturverwandte Verbindungen aus Reizkern in Form eines Alkohol-
(Sangol (33))® bzw. eines Aldehydderivates (1,3,5,7(11),9-Pentaenyl-14-guagjanal (34))*
isoliert.

\ \ OH
oo o LR
23 33 34

Abbildung 31: Aus H. paupertas isoliertes 3,7-Dihydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethyliden)azulen (23) und
strukturverwandte V erbindungen Sangol (33) sowie 1,3,5,7(11),9-Pentaenyl-14-gugjanal (34).
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5.2.3.3.

5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen (27)

27 wurde a's zweite tiefblaue Substanz mit phenolahnlichem Geruch durch Chromatographie
in der Fraktion 20 erhalten. Das Massenspektrum ist in Abbildung 32 dargestellt.
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-3 C,H,0,
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Abbildung 32: Massenspektrum von 27 (El, 70 eV)
gefundene | kalkulierte Summen- Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] Masse Masse formel [mDa] [ aqui
ppm] aquivalente
264 264.076 264.073 | CysHis°'ClO, -33 -12.6 8
262 262.077 262.076 | CisHi5°ClO, -1.3 -5.1 8
222 222.060 222.063 CisHi2>'ClO 2.8 12.6 7
220 220.068 220.065 CisH13>°ClO -23 -10.4 7
205 205.063 205.060 CisH¥'Cl -29 -139 75
203 203.065 203.063 CisH>Cl -23 -115 75
193 193.066 193.060 CH>Cl -6.1 -31.8 6.5
191 191.062 191.063 CH1,>Cl 0.7 35 6.5
185 185.097 185.097 Ci3H150 -0.8 -4.6 75
165 165.070 165.070 Ci3Ho 0.7 44 95
152 152.062 152.063 CioHg 0.9 5.7 9
141 141.071 141.070 CuiHo -0.7 -52 75
139 139.055 139.055 CuH- -0.3 -2.0 85
128 128.063 128.063 CioHs -04 -3.0 7
115 115.053 115.055 CoH- 17 15.1 6.5
60 60.021 60.021 C,H.0, 0.2 39 1
43 43.018 43.018 C,H30, 0.2 4.7 15
Tabelle 5: Atomare Zusammensetzung des Molekdilions und wichtiger Fragmentionen von 27
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Durch hochaufésende Massenspektrometrie wurde die Zusammensetzung von 27 zu
C15H15CIO, bestimmt. Die Verbindung ist zweifach oxygeniert und enthdt 8 Doppelbin-
dungsaquivalente.

Auch anhand des Isotopenmusters des Molekllions (m/z 262/264) ist deutlich zu erkennen,
dass es sich bei 27 um eine monochlorierte Verbindung handelt. Dabel entspricht das
Verhaltnis des **Cl- zum *Cl- Isotopenpeaks einer Intensitat von 100 % zu ca. 32 %.

Im Massenspektrum ist eine Reihe charakteristischer Fragmentierungen zu erkennen, und
anhand der Zusammensetzung von Tochterionen kdnnen vorab Strukturinformationen
erhalten werden.

Unter Abspaltung von Keten (CH,O, M - 42) bildet sich aus dem Molekllpeak das
chlorhaltige lon m/z 220/222. Deutlich bevorzugt ist die Bildung des Basispeaks
(m/z 203/205) unter Abspaltung eines CH3COO-Fragmentes (M - 59) aus dem Molekulion.
Bel dem austretenden lon handelt es sich um deprotonierte Essigsaure.

Chlor wird aus mindestens drei Fragmenten (m/z 262, 220 und 203) nicht in Form von
Salzsaure (HCI, - 36), sondern als Chloratom abgespalten. Dies lasst die Vermutung zu, dass
es am Ringsystem und nicht an einer Methylgruppe o. & gebunden ist. Dagegen ist die
Chlorabspaltung aus dem Molekilion (Bildung von m/z 227) im Gegensatz zur Frag-
mentierung aus anderen Tochterionen nicht bevorzugt. Nach Abspaltung von Chlor bzw. des
sauerstoffhaltigen Restes zerfallt das Molekil in unspezifische Fragmente (m/z 165, 152, 141
etc.).

100 A
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152/5 1378 1021
996 1 1456
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1%}
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98.4 1
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Abbildung 33: GC-FTIR-Spektrum von 27
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Das GC-FTIR-Spektrum liefert anhand der zwei dominierenden Banden bel 1222 und
1764 cm™ eindeutige Hinweise auf eine Carbonylverbindung (Ester: C-O- und Carbonyl-
Schwingung). Die Bande bei 1021 cm™ deutet dabei zusétzlich auf ein an einen aromatischen
Ring gebundenes Chloratom hin.

Neben diesen beiden intensiven Signalen treten weitere Absorptionsbanden, wie die C=C-
Vaenzbanden, die CH-Deformationsbanden der Methylgruppen sowie der Fingerprint-

bereich, in den Hintergrund.
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Abbildung 34: *H-NMR-Spektrum von 27 [700 MHz, Benzol-ds]. Die chemischen Verschiebungen der
Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von 6.4 - 8.0 ppm ist ver-
groRert dargestellt.

Das *H-NMR-Spektrum von 27 ist dem des Lactarazulens (24) in gewisser Weise shnlich,
unterscheidet sich aber in verschiedenen Punkten.

Essind im Vergleich zu 24 statt der finf nur vier aromatische Methinprotonen enthalten. Bel
27 sind im Gegensatz zu 24 nur zwei Protonen benachbart (64 = 6.42 und 7.07 ppm;
Dacheffekt, Kopplungskonstanten). Das Proton bei 6y = 7.34 ppm besitzt keinen direkten
Nachbarn, was anhand der Singulettstruktur des Signals zu erkennen ist. Das Proton bel
Sy = 8.00 ppm besitzt ebenfalls keinen Nachbarn, dessen Signal ist aber mit einer Kopplungs-
konstante von 2 Hz zu einem Dublett aufgespalten. Diese Kopplungskonstante findet man in
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dem Signal des aromatischen Methinprotons bei 64 = 7.07 ppm wieder. Analog zu 24 handelt
es sich hierbei wieder um eine Allylkopplung (W-Kopplung).

Diese Verbindung enthdlt eine Methylengruppe, die nicht olefinischer Natur ist, sondern
durch ihre Verschiebung im *C-NMR-Spektrum bei §c = 69.73 ppm an einem Heteroatom
gebunden sein muss. Zusédtzlich spricht die starke Tieffeldverschiebung der zugehérigen
Protonen bei oy = 4.90 ppm und die Multiplizitét des Signals (Singulett) dafir, dass sich diese
Methylengruppe zwischen einem Sauerstoffatom und einem quartéren aromatischen
K ohlenstoffatom befindet. Das *H-NMR-Spektrum zeigt drei Methylgruppen mit unterschied-
lichen Verschiebungen, die alle Singulettstruktur zeigen und somit keine direkt benachbarten
Protonen a's Kopplungspartner besitzen.

Auch von dieser Verbindung konnte mangels Substanzmenge kein **C-NMR-Spektrum
erhalten werden, so dass die Lage der Kohlenstoffatome wieder anhand der HSQC- und
HM BC-Experimente ermittelt werden musste.

27 enthdt 8 DBE, wovon wiederum 7 durch das Azulensystem festgelegt sind. Die
verbleibende Doppelbindung ist somit in Form einer Carbonylfunktion gebunden
(Carbonylbande bei 1764 cm™ im GC-FTIR-Spektrum), wie dies auch an der charakte-
ristischen **C-Verschiebung des zugehérigen Kohlenstoffatoms bei 8¢ = 169.86 ppm zu

erkennen ist.
13 1
Pos. |2 ()8 CH) 1y J IH,'H-COSY HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [Hz]
1 ]136.23| - - - - - -
2 |13741| 734 | 1H s - C-1,C-8a 9-CH3
3 |126.04| - - - - - -
3a [13583| - - - - - -
4 |135.08| 8.00 | 1H d,J=2 6-H C-3,C-6,C-8a, C-11|9-CHj3, 11-CH;,
5 |127.27| - - - - - -
6 |138.73| 7.07 | 1H |dd,J;=19,J,=10.6| 4-H,7-H C-3a C-8,C-11 11-CH,
7 1126.85| 642 | 1H d,J=105 6-H C-5,C-8a, C-10 10-CHj,
8 |148.30| - - - - - -
8a [129.66| - - - - - -
9 | 1230 | 227 | 3H s - C-1,C-2,C3 2-H, 4-H
10 | 26.47 | 293 | 3H S - C-7,C-8,C-8a 7-H
11 | 69.73 | 490 | 2H s - C-33, C-5,C-6,C-12| 4-H,6-H
12 |169.86| - - - - - -
1312032 | 164 | 3H s - C-12 11-CH,
Tabelle 6: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome und Protonen sowie enthaltene Kopplungs-

konstanten [*H: 700 MHz bzw. **C: 100.6 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im *H,*H-COSY -,
HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.

Durch das HMBC-Spektrum kann die vollstandige Zuordnung im oxygenierten Substituenten
erfolgen. Die Methylgruppe bei 64 = 1.64 ppm (¢ = 20.32 ppm) ist unmittelbar an die
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Carbonylgruppe gebunden, die wiederum zusammen mit dem zweiten Sauerstoffatom Teil
einer Esterfunktion ist. Unmittelbar an das einfach gebundene Estersauerstoffatom bindet die
oben genannte Methylengruppe (6 = 4.90/ &¢c = 69.73 ppm), die aufgrund ihrer charakte-
ristischen chemischen Verschiebung am Sauerstoff gebunden sein muss. Durch fehlende
Kopplungspartner im Protonen- bzw. *H,*H-COSY -Spektrum ist sie direkt am Ringsystem
lokalisiert.

Es liegt somit ein Acetoxymethyl-Substituent vor, was zusétzlich durch das GC-FTIR-
Spektrum sowie die Bildung von Essigsdure im GC-MS gestutzt wird. Die Alternative eines
Azulencarbonsduremethylesters kann durch Vergleich der chemischen Verschiebungen der
Protonen bzw. Kohlenstoffatome im Substituenten mit entsprechenden Daten der isolierten

Substanz eindeutig ausgeschlossen werden (s. Tabelle 7).%

Literaturwert Literaturwert

'H-NMR 13 'H-NMR 13
C-NMR C-NMR
6 (CH m 8 (CH m
() Pl | 5 () fppm) | (P2 PP | 5 (chy) [ppm)
H3C-CO-O-CH,-R 15-25 ca 20 42-55 40 - 80
H3C-O-CO-CH,-R 3.0-40 50- 65 3.2-45 30-40
Tabelle 7: Durch einen Vergleich der chemischen Verschiebungen unterschiedlich gebundener Protonen

bzw. Kohlenstoffatome im Substituenten kann ein Azulenylmethylester eindeutig ausge-
schlossen werden.

Wie bei 24 kann das Substitutionsmuster am Ringsystem auch bel dieser Verbindung
eindeutig anhand des NOESY -Spektrums, gestiitzt von HMBC- und H,*H-COSY-Daten,
zugeordnet werden (Abbildung 35). Die Diskussion der NM R-Spektren wird zeigen, dass das
Substitutionsmuster von 27 mit dem des Lactarazulens (24) bzw. Guajazulens (31) Uberein-
stimmt.

Die Signale der aromatischen Protonen geben Auskunft Uber deren rdumliche Umgebung, so
dass das charakteristisch tieffeldverschobene Methinproton bei 64 = 8.0 ppm (4-H) wieder als
Ausgangspunkt der NOE-Diskussion dient.”

* Die Nummerierung der halogenierten Azulengeriste unterscheidet sich von den halogenfreien Strukturen. In

diesen Verbindungen nimmt das Halogenatom tragende Kohlenstoffatom die Prioritét 1 ein.
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Abbildung 35:  Ausschnitt aus dem NOESY -Spektrum von 27 [700 MHz, Benzol-dg]. Die aus dem NOESY -
und *H,*H-COSY -Spektrum gewonnenen Kopplungen fiir die Bestimmung des Substitutions-
musters des Azulensystems sind markiert bzw. in der Graphik abgebildet.

Das Methinproton 4-H zeigt eine Wechselwirkung mit der Methylgruppe 9-CH3 und der sich
im Substituenten in Position 5 befindenden Methylengruppe 11-CH,, die wiederum einen
NOE mit dem aromatischen Proton 6-H zeigt. 6-H ist benachbart zum Proton 7-H (*H,*H-
COSY -Spektrum), das die Methylgruppe 10-CHs in seiner Umgebung aufweist (NOESY -
Spektrum). Das letzte zuzuordnende aromatische Proton ist 2-H, das nur mit der Methyl-
gruppe 9-CH3 eine NOE-Wechselwirkung zeigt.

Anhand dieser Daten kann jetzt auch die Substitutionsstelle des Chloratoms genau bestimmt
werden. Da das Proton 2-H keinen im *H,*H-COSY -Spektrum erkennbaren K opplungspartner
und nur die Methylgruppe 9-CH3 als Nachbarn aufweist, muss das Chloratom im Funfring an
Position 1 gebunden sein. Gestitzt wird diese Annahme auch durch die Methylgruppe
10-CHg, die ebenfalls wie 2-H nur mit einem Proton (7-H) koppelt und nicht zwei un-
mittelbare Nachbarn aufweist, wie diesin 24 der Fall ist.
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Weiterhin kénnen letztlich anhand des HMBC-Spektrums durch charakteristische Vicinal-
und Allylkopplungen die Positionen der quartéren Kohlenstoffatome, vor alem die der
Brickenkopfatome, festgestellt werden (s. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von 27 [700 MHz, Benzol-dg].

Der quartére Briickenkopf Cg-3a lasst sich anhand einer Allylkopplung durch das Proton 6-H
und durch die Kopplung mit der Methylengruppe 11-CH, (*J4c-Kopplung) identifizieren.
Ahnlich kann der zweite Brickenkopf C,-8a gefunden werden, welcher gleich mit drei
aromatischen Protonen in vicinaler Stellung (2-H, 4-H und 7-H) koppelt. Daneben koppeln
mit ihm die Protonen der benachbarten Methylgruppe 10-CHs. Da die 2J c-Kopplungs-
konstante zwischen aromatischen Protonen und benachbarten Kohlenstoffatomen im Azulen-
System sehr klein oder gleich null ist, sind Kreuzsignale von aromatischen Methinprotonen
mit benachbarten Kohlenstoffatomen nicht sichtbar. Dagegen sind einige Allylkopplungen zu
erkennen, durch die verschiedene tertidre sowie quartére Kohlenstoffatome detektiert werden

koénnen und fur die Strukturaufklérung sehr hilfreich sind.



Anhand dieser gewonnenen Daten kann die isolierte Verbindung 27 eindeutig als 5-Acetoxy-
methyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen identifiziert werden. Dessen Struktur und die chemischen
Verschiebungen der Wasserstoff- und Kohlenstoffatome sind in Abbildung 37 dargestellt.

. / 9-CH
li EZ'B / 11-CHp 227
' Cq-12 4.90
q 12.30
20.32 i

Abbildung 37: Die Struktur von 5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen (27) mit den entsprechenden
chemischen Verschiebungen der Wasserstoff- und K ohlenstoffatome.

Nach dieser Strukturzuordnung lésst sich auch das Massenspektrum von 27 sinnvoll inter-

pretieren (Abbildung 38).
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H,0 H,0
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o)

,( o] H H

0 H—© H—(®
& (0 —— D0
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Abbildung 38:  Ubersicht iber mogliche Fragmentierungen von 5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen
(27) und wahrscheinliche Strukturen wichtiger Fragmente.
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Der Basispeak (m/z 203) und dessen Stabilitédt lassen sich gut aus der Struktur ableiten. Die
positive Ladung kann zum einen Uber das ganze lon mesomeriestabilisiert werden, und zum
anderen enthdt es keine besonders ,,leicht abspaltbaren* Gruppen wie z. B. das lon m/z 220.
Die Abspaltung des Chloratoms vom Ringgeriist spielt eine untergeordnete Rolle, da zunéchst
der labilere, oxygenierte Substituent abgebaut wird. Danach zerfélt das Azulengertst in

kleinere unspezifische Fragmente.

5.2.3.4. Strukturvorschlag fur die Verbindung 26

In den zusammengefassten Fraktionen 21 - 39 wurden die zwei einfach chlorierten Azulene
25 und 26 angereichert und Uber praparative Gaschromatographie getrennt. Die isolierte
Substanzmenge von 26 reichte lediglich fiir ein 500 MHz *H-NM R-Spektrum, wohingegen
von 25 aufgrund der geringen Menge kein NMR erhalten werden konnte. Bei 26 handelt es
sich um eine Substanz, deren Zusammensetzung anhand des hochaufgelosten Massen-
spektrums zu CisHisCl mit 8 Doppel bindungsaguivalenten bestimmt wurde. Abbildung 39
und Tabelle 8 zeigen das Massenspektrum sowie die Zusammensetzung des Molekilions und
wichtiger Fragmentionen von 26. Anhand einer vergleichenden Diskussion der spektrosko-
pischen Daten dieser Verbindung mit denen der bereits identifizierten Komponenten 24 und
27 (*H-NMR, HR-EIMS), wird firr 26 mit 3-Chlorlactarazulen ein plausibler Strukturvor-
schlag gemacht.

% A

152
76 89 115 158139,

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 m/z

Abbildung 39: Massenspektrum von 26 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung C;sH5Cl
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gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] L
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente

232 232.084 232,083 | CisHis'Cl -0.6 -25 8

230 230.087 230.086 CusH15Cl -0.9 -3.8 8

217 217.066 217.060 CuH1,°"'Cl -6.2 -285 8.5

215 215.064 215.063 CuH1,Cl -14 -6.3 8.5

195 195.116 195.117 CisHis 1.1 5.5 8.5

180 180.094 180.094 CuH1o -0.6 -3.3 9

179 179.085 179.086 CiHig 1.2 6.5 9.5

178 178.078 178.078 CuHyo -0.2 -1.1 10

165 165.069 165.070 CisHg 0.9 5.7 9.5
Tabelle 8: Atomare Zusammensetzung des Molekiilions und wichtiger Fragmentionen von 26

Das es sich bei 26 um eine monochlorierte Verbindung handelt, ist sowohl anhand der
Isotopenverteilung des Molekilions im Massenspektrum als auch an den Hochaufldsungs-
daten leicht zu erkennen. Neben den Abspaltungen einer oder mehrerer Methylgruppen ist die
eines Chlorradikals aus dem Molekilion zu erkennen. Es lagen 8 Doppel bindungsaquivalente
vor, wovon bereits 7 auf das Azulengertst entfallen. Das verbleibende Doppelbindungs-
aquivalent muss daher zu einer olefinischen Doppelbindung oder einem Cyclopropanring
gehoren. Anhand des *H-NMR-Spektrums konnen durch Integration Riickschliisse auf die

enthaltenen Strukturel emente gezogen werden.
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Abbildung 40:  *H-NMR-Spektrum von 26 [500 MHz, Benzol-dg].



Vergleicht man das Protonenspektrum von 26 mit dem des Lactarazulens (24) und des
5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen (27), so lasst sich eine Kombination aus
bestimmten Signalverschiebungen der zwei bereits diskutierten Verbindungen im Spektrum
dieser Substanz wieder finden.

Durch Einfuhrung des Chloratoms in 24, andern sich die chemischen Verschiebungen der
enthaltenen Kohlenstoff- und Wasserstoffatome erheblich, so dass eine Signallage resultiert,
die der im 5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen (27) recht nahe kommt. Offenbar bt
der oxygenierte Substituent in 27 keinen signifikanten Einfluss auf die chemischen Ver-
schiebungen der im 1-Chlor-3,8-dimethylazulen-5-yl-Grundgeriist enthaltenen Kohlenstoff-

atome und Protonen aus.

5 (*H) in 26 S(*H)in24| &§(*H)in27

J Proton(en)
[ppm] [Hz] [Ppm] [PPm]
2.00 S 13-CH; 2.09 nicht vorhanden
2.28 s 9-CH; (2.55) 2.27
2.98 s 10-CH; (2.57) 2.93
5.04 S 5.09 .
505 S 11-CH, 531 nicht vorhanden
6.48 d,J=10.7 7-H (6.73) 6.42
7.36 s 2-H (7.64) 7.34
8.22 S 4-H 8.48 8.00
nicht vorhanden (d) 6-H 7.49 7.07
Tabelle 9: Die in dem 500 MHz-*H-NMR-Spektrum von 26 enthaltenen Signale und direkter Vergleich

mit aquivalenten Protonen in 24 und 27 lassen Riickschliisse auf dessen Struktur zu. Das
Proton 6-H liegt wahrscheinlich unter dem L ésungsmittelsignal.

Die chemische Verschiebung der Protonen von 9-CHj; andert sich von 6y = 2.55 ppm zu
hoherem Feld bei o4 = 2.28 ppm, was nahezu ihrer Verschiebung in 27 entspricht. Gegentellig
verhdt sich durch die Einfiihrung des Chloratoms die Signallage der Methylgruppe 10-CHs.
Sieist zu tiefem Feld bel 5y = 2.98 ppm anstatt der 6 = 2.57 ppm in 24 verschoben und zeigt
eine nahezu identische chemische Verschiebung (64 = 2.93 ppm) wie die entsprechende
Methylgruppe im oxygenierten Vertreter 27.

Vergleicht man das vorhandene Spektrum mit dem von 24, so I&sst sich in 26 ebenfalls eine
| sopropenylgruppe, wahrscheinlich in Position 5, erkennen. Die beiden ol efinischen Protonen
der Methylengruppe korrelieren mit denen in 24 (s. Tabelle 9).

Ahnlich verhalt sich die Verschiebung der verbleibenden Methinprotonen. Da das Proton bei
Oy = 7.36 ppm nur ein Singulett darstellt, dirfte es sich dabei um 2-H handeln, das nahezu die
gleiche Verschiebung wie in 27 und somit kein Proton in unmittelbarer Nachbarschaft
aufweist. Die Position des Chloratoms ist wieder auf Position 1 festgel egt.
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Anaog zu 27 verhdlt sich die Verschiebung der verbleibenden Protonen 7-H und 4-H. Das
Proton 6-H liegt wahrscheinlich unter dem Losungsmittelsignal.

Bel der in Kapitel 5.2.3.1. beschriebenen Derivatisierung wird in Gegenwart von N-Chlor-
succinimid (NCS) aus 24 in Hexan das 1-Chlor-3,8-dimethyl-5-isopropenylazulen (3-Chlor-
lactarazulen, 26) erhalten (Abbildung 41).

/ (,&) /

OQ Hexan, 30 min. OQ

Cl

24 26

Abbildung 41: Bei der Umsetzung von 24 mit N-Chlorsuccinimid (NCS) entsteht 3-Chlorlactarazulen (26).

Da es sich bel dieser Reaktion um einen radikalischen Reaktionsmechanismus handelt,
entsteht 26 nur als Spurenkomponente und konnte nicht isoliert werden. Hinzu kommt, dass
die in 1-Position substituierten Azulenkohlenwasserstoffe instabil sind, wobei allerdings die
1-Chlorderivate eine groRRere Stabilitét al's die 1-Bromderivate aufweisen.®®

Anhand eines Vergleiches der Massenspektren bzw. Retentionszeiten mit Hilfe verschiedener
gaschromatographischer Phasen, konnte die synthetisierte mit der im Schwamm vor-
kommenden Verbindung a's identisch festgestellt werden. Die fir 26 vorgeschlagene Struktur

konnte somit untermauert werden.
Zusammenfassend kann damit anhand der NMR-spektroskopischen und massenspektro-

metrischen Daten sowie der Chlorierung von 24 fur 26 mit 1-Chlor-3,8-dimethyl-5-iso-

propenylazulen (3-Chlorlactarazulen) ein plausibler Strukturvorschlag gemacht werden.
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5.2.3.5.

5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-chlor-3,8-dimethylazulen (28)

In den Fraktionen 40 - 50 konnte die monochlorierte Verbindung 28 mit dem in Abbildung 42

gezeigten Massenspektrum und der Zusammensetzung Ci7H17ClO,4 angereichert werden.
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Abbildung 42: Massenspektrum von 28 (El, 70 eV)
gefundene | kalkulierte Summen- Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] L
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
322 322.075 322.079 | CyHi°'ClO, 3.2 10.0 9
320 320.084 320.082 | CyHi>°ClO, -7.8 -25 9
290 290.052 290.052 | CigH13>'ClO; 3.2 11.2 10
288 288.051 288.055 | CigH13>°ClO; 41 14.3 10
279 279.067 279.060 | CisH1 'ClO; -7.2 -25.7 85
277 277.063 277.063 | CisH14>°ClO; 0.3 1,2 8.5
263 263.065 263.065 | CisHi'ClO, -5.1 -19.3 85
261 261.071 261.068 | CisH1,°ClO, -24 -9.3 8.5
248 248.046 248.042 | C.Hi,°'ClO, -4.6 - 18.6 9
246 246.046 246.045 | C1H1,>°ClO, -10.0 -4.0 9
226 226.102 226.099 CisH140, -2.2 -98 9
221 221.058 221.055 | CiHq°'ClIO -29 -13.2 75
219 219.060 219.058 | Ci5H>°ClO -2.1 -94 75
217 217.046 217.042 | CiHq1oClO -20.2 -4.4 85
205 205.060 205.060 CisH1,°'Cl 0.0 0.1 75
203 203.063 203.063 CisH1>Cl 1.2 6.1 75
192 192.054 192.052 Ci,H1°'Cl -2.3 -12.2 7
190 190.055 190.055 CiH11>°Cl -1.0 -5.4 7
165 165.071 165.070 Ci3Hg -0.4 -24 95
156 156.096 156.094 CiH1o -1.6 -10.3 7
141 141.072 141.070 CuHg -15 -10.9 75
43 43.019 43,018 C,H;0 -0.6 - 14 15
Tabelle 10: Atomare Zusammensetzung des Molekiilions und wichtiger Fragmentionen von 28
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28 ist um 58 g/mol schwerer als 5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen (27) und unter-
scheidet sich in seiner Zusammensetzung um C,H,0,. Bei einem zusétzlichen Doppel-
bindungsaquivalent lasst diese C,H,O,-Einheit die Vermutung zu, dass das Molekdl
maoglicherweise Uber eine zusétzliche Acetoxy-Gruppe verfugt. Die Fragmentierungen im
Massenbereich unter m/z 200 sind in 28 und 27 nahezu identisch. Der Unterschied liegt im
hoheren Massenbereich. So wird der Basispeak bei m/z 219 aus dem Molekilion m/z 320
durch Abspaltung einer C4HsOs-Untereinheit (101 g/mol) gebildet. Wie in 27 spaltet sich aus
dem Molekilion ebenfalls deprotonierte Essigsdure (M - 59) zu m/z 261 und zusétzlich
Methanol zu m/z 288 ab. Analog zu 27 wird Chlor als Radikal und nicht in Form von HCI
abgespalten. Dessen Fragmentierung spielt auch bei diesem Massenspektrum eine nur unter-
geordnete Rolle. Ob es sich bei der C,H,O»-Gruppierung um einen zusammengehorigen
Substituenten (z. B. Acetoxy-Gruppe) handelt und wo dieser sich im Molekil befinden
konnte, 18sst sich wiederum anhand zweidimensionaler NM R-Spektren eindeutig kl&ren.
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Abbildung 43: GC-FTIR-Spektrum von 28

Der Vollstandigkeit halber soll hier zunéchst auf das GC-FTIR-Spektrum eingegangen
werden, welches nahezu identisch mit dem von 27 ist. Die Lage der wichtigen Banden, die
wiederum auf eine chlorierte aromatische Carbonylverbindung hindeuten, ist nur um wenige
Wellenzahlen verschoben. So liegt die Bande, die auf einen Chloraromaten hinweist nicht bel
1021, sondern bei 1051 cm™. Die Carbonylschwingung ist im Spektrum von 28 bei héheren
Wellenzahlen (1770 cm™) anzutreffen und deren Absorption ist im Vergleich zu 27 fast
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doppelt so intensiv. Auch in diesem Spektrum treten neben den beiden beschriebenen

Signalen weitere Absorptionsbanden in den Hintergrund.

]
Benzol CH CH3
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77.44 20.23
CHs
CH CH 6C4'1-|1 323
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Abbildung 44: *H-NMR-Spektrum von 28 [700 MHz, Benzol-ds]. Die chemischen Verschiebungen der
Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von 6.0 - 8.4 ppm ist ver-
grofert dargestellt.

Im *H-NMR-Spektrum sind vier Methylgruppen im Bereich zwischen 1.4 bis 3.0 ppm zu
erkennen, gefolgt von funf Methinprotonen, wovon das Proton bei 6y = 6.04 ppm durch die
Verschiebung des zugehorigen Kohlenstoffatoms (6¢ = 77.44 ppm) aliphatischen Charakter
besitzt. Das *H-NMR-Spektrum von 28 unterscheidet sich von dem der Verbindung 27 in
zwel Punkten. Es ist eine weitere Methylgruppe (on = 3.23 ppm) und anstatt der Methylen-
gruppe ein zusétzliches Methinproton bei 84 = 6.04 ppm zu erkennen. Der bereits erwghnte
Acetoxy-Substituent ist moglicherweise ebenfalls in der in Position 5 gebundenen Seitenkette
enthalten.

Wie in 27 fehlt einem aromatischen Methinproton (64 = 7.29 ppm) der Kopplungspartner, so
dass das Chloratom wiederum in Position 1 des Ringsystems gebunden sein durfte. Tabelle 11

enthalt die Daten der ein- und zweidimensionalen NM R-Experimente von 28.

52



5 (2C)

5 (*H)

Pos. Int. 'H,'H-cOosY HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [Hz]
1 |136.40| - - - - - -
2 |137.72| 7.29 1H S - C-1,C-8a C-9 9-CH;
3 (12730 - - - - - -
3a [134.36| - - - - - -
4 1133.87| 8.30 1H dJ=2 6-H C-3,C-5, C-8a, C-11{9-CH3, 11-H
5 12509 - - - - - -
6 |137.30| 7.32 1H dd,J;=18,J,=105| 4-H,7-H C-33 C-8,C-11 11-H
7 1126.78| 6.41 1H d, J=10.7 6-H C-5, C-84, C-10 10-CH3
8 (14932 - - - - - -
8a [129.88| - - - - - -
9 | 1245 | 2.26 3H S - C-2,C-3,C-8a 2-H, 4-H
10 | 26.45 | 2.88 3H S - C-3,C-8,C-8a C-7 7-H
11 | 7744 | 6.04 1H S - C-34 C-5,C-6,C-14| 4-H,6-H
12 |169.94| - |C,(C=0) - - - -
13 1 20.23 | 1.76 3H S - C-12 -
14 |169.67| - |C,(C=0) - - - -
15 | 52.11 | 3.23 3H S - C-14 -
Tabelle 11: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome und Protonen sowie enthaltene Kopplungs-

konstanten von 28 [*H: 700 MHz bzw. **C: 176 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im *H,'H-
COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.

Eindeutige Aufschlisse Uber die Struktur liefern zweidimensionale NMR-Experimente, bel

denen ahnliche Verhdtnisse wie in 27 gefunden werden. Auch hier gibt das NOESY -

Spektrum wiederum eindeutige Aufschliisse Uber das Substitutionsmuster des Azulengertistes
(s. Abbildung 45).
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Anhand des NOESY -Spektrums wird ersichtlich, dass das Proton mit der starken Tieffeld-
verschiebung von &y = 8.03 ppm (4-H) mit dem aliphatischen Methinproton sowie, analog zu
27, mit einer Methylgruppe (9-CH3) in Wechselwirkung tritt.

Das zu hoéchstem Feld verschobene Methinproton (11-H) koppelt mit dem aromatischen
Proton 6-H, welches unmittelbar benachbart zu dem Methinproton 7-H liegt. Als néchstes
folgt die Methylgruppe bei 6y = 2.88 ppm (10-CHy), die das bereits besprochene aromatische
Proton 7-H zum Nachbarn hat. Die Methylgruppe 9-CH3 bestimmt das Substitutionsmuster
am Funfring, so dass die tieffeldverschobenen Protonen bei 4-H und 2-H zugeordnet werden
koénnen. Dadurch, dass das 6-H und die Methylgruppe 10-CHs jewells nur einen Kopplungs-
partner besitzen, deckt sich das Substitutionsmuster im Ringsystem mit dem des 5-Acetoxy-
methyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen (27). Das Chloratom ist wiederum im FUnfring an
Position 1 gebunden.

Bereits durch den NOESY -Datensatz, gekoppelt mit massenspektrometrischen Daten, wird
deutlich, dass am quartéren Kohlenstoffatom C4-5 ein Substituent mit der Zusammensetzung
CsH7O4, in dem zwel Carbonylgruppen enthalten sind, Uber das Kohlenstoffatom C-11
gebunden sein muss. Allerdings gibt das NOESY -Spektrum keinerlei Auskunft Gber einen
moglichen Aufbau des Substituenten, da beide verbliebenen Methylgruppen (13-CHz und
15-CHg; 64 = 1.76 und 3.23 ppm) keinerlei Wechselwirkungen mit anderen Protonen zeigen.
Klarheit Uber die Struktur des Substituenten und die Verknipfung der quartéren Kohlen-
stoffatome von 28 liefert zweifelsfrel das HMBC-Spektrum (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von 28 [700 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplung zu
quartdren Kohlenstoffatomen tragt zur Klarung des Azulensystems und des Substituenten an
Position 5 bei.
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Anhand der chemischen Verschiebung von C-11 (8¢ = 77.44 ppm) ist klar zu erkennen, dass
es sich hierbei um ein tertidres, Sauerstoff gebundenes Kohlenstoffatom handeln muss.
Weiterhin sind in diesem Substituenten zwel quartére Kohlenstoffatome bel ¢ = 169.67 und
169.94 ppm (C4-14 und C4-12) enthalten, die wegen ihrer Verschiebung eindeutig Carbonyl-
kohlenstoffatome sind. Damit kann ein weiteres Ringsystem ausgeschl ossen werden.

Die Carbonylkohlenstoffatome werden durch zwel verschiedene Methylgruppen erkannt: Es
koppeln die Protonen der Methylgruppe 13-CHz (64 = 1.76 ppm) ausschliefdich mit dem
Kohlenstoffatom Cy-12 und die der Methylgruppe 15-CH3z mit C4-14. Das Carbonylkohlen-
stoffatom Cqy-14 wird auf3erdem durch das Methinproton bei 51 = 6.04 ppm (11-H) erkannt.
Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen der Kohlenstoff- und Wasserstoffatome von

13-CHj3 und 15-CHj3 gibt genauere Auskunft Gber deren Bindungspartner:

H OR Die charakteristische chemische Verschiebung von 15-CHj (8¢ =

/O 11-cH | 52.11 ppm/ 6y = 3.23 ppm) liefert zweifelsfrel die Information, dass
15-CHs e, AZ diese Methylgruppe Sauerstoff gebunden sein muss. Das Carbonyl-
O kohlenstoffatom Cy-14 wird im HMBC-Spektrum gleichzeitig von

15-CH3 und 11-H detektiert, so dass es sich bei einem der beiden an C-11 gebundenen
Substituenten nur um einen Methylester handeln kann (s. kl. Abb.).

Im zweiten Substituenten mit der verbleibenden Zusammensetzung C,H30O,, der ebenfalls

0 Uber C-11 gebunden ist, liegt analog zu 27 wieder eine an einen
1% " R Carbonylkohlenstoff (Cq-12; 8¢ = 169.94 ppm) gebundene Methyl-
@) Az

gruppe vor. Es kann sich dabei nur um einen Acetoxy-Rest handeln
(s. kl. Abb.).

Tabelle 12 verdeutlicht durch Vergleich mit Literaturdaten, dass zwei verschiedener Reste an
dem aliphatischen Kohlenstoffatom C-11 gebunden sind.

13-CH3

'H-NMR Literatur-Wert BC-NMR Literaturwert
8 (CH3) [ppm] 'H-NMR & (CH3) [ppm] BC-NMR

8 (CH;) [ppm] 8 (CH5) [ppm]
HsC-CO-O-R 1.76 15-25 20.23 ca 20
HsC-O-CO-R 3.23 3.0-40 52.11 50 - 65
Tabelle 12: In 28 sind eine Acetoxymethylgruppe und eine Methylesterfunktion vereinigt.
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Anhand der Methinprotonen lassen sich im HMBC-Spektrum die restlichen quartéren
Kohlenstoffatome im AzulengerUst zuordnen:
Das den Substituenten tragende quartére Kohlenstoffatom Cg-5 (8¢ = 125.09 ppm) wird durch
die benachbarten Protonen 11-H und 4-H und in vicinaler Stellung durch 7-H detektiert. Die
Anordnung der quartéren Kohlenstoffatome Cq-3 und Cg-8 wird durch die Methinprotonen
bzw. Methylgruppen 4-H, 9-CH; und 10-CHj3 bzw. 7-H und 10-CHsz zugeordnet. Das
Chloratom tragende Kohlenstoffatom Cy-1 wird durch das benachbarte Proton 2-H und durch
die Methylgruppe 9-CH3; detektiert. Die Position der Briickenkdpfe Cg-3a und Cg-8a kann
eindeutig gleich durch drei bzw. vier Kopplungspartner ausgemacht werden. Cq-3awird durch
das tieffeldverschobene Proton 4-H sowie durch “Jy c-Kopplungen (Allylkopplungen) von
11-H bzw. 6-H und C4-8a durch drei vicinale Kopplungspartner 4-H, 7-H sowie 10-CH3
identifiziert. Daneben werden auch die im Ringsystem befindlichen tertidren Kohlenstoff-
atome durch aromatische Methinprotonen bzw. am Carbocyclus gebundene Methylgruppen
mit Hilfe von Allylkopplungen zugeordnet.
Zusammenfassend kann 28 eindeutig als 5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-chlor-3,8-
dimethylazulen identifiziert werden. Die anhand der NMR-Experimente ermittelten
chemischen Verschiebungen der Wasserstoff- und Kohlenstoffatome zeigt Abbildung 47.
15-CHs

3.23
52.11

0
//CM\\O

13-CHg 169.67

e 9-CH3
20.23 Cg-12 228
169.94

10-CH3
2.88
26.45

Abbildung 47: Die Struktur von 5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-chlor-3,8-dimethylazulen (28). Die
chemischen Verschiebungen der Wasserstoff- und Kohlenstoffatome sind angegeben.
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Mit diesen gewonnenen Daten kann das Massenspektrum von 28 erklart werden.

- C4HgO
iR M =219 (Cq3H;,ClO)
)
oo [/ o O
{ Y < _p —< _/
o @° S
0 —== e — 2
> —_—
cl cl
28 M =261 (C;15H14ClO5) M =226 (C15H1407)
M =320 (C17H17C|O4)
- C,H,0 - CH30 o O .@
-H -H /( CIl
[o!

OQ M=288 (CygH;3ClOs)

Cl

M =277 (015H14C|O3)

Abbildung 48: Ubersicht iiber die verschiedenen Fragmentierungen von 5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-
chlor-3,8-dimethylazulen (28) und Strukturen wichtiger Fragmente.

Prim&r werden unterschiedliche sauerstoffhaltige Fragmentionen (C4HgO3, C,H203, C:H0,
CH30) aus dem Molekllion abgespalten. Den Basispeak stellt dabel das (1-Chlor-3,8-
dimethylazulen-5-yl)-methanol-Kation (m/z 219) dar. Die Intensitét des Fragmentes |&sst sich
sicherlich damit erkldren, dass die positive Ladung Uber das Ringsystem stabilisiert wird.
Nach Abbau des oxygenierten Restes erfolgen weniger dominante Fragmentierungen wie
Abspaltungen der Methylgruppen bzw. des Chloratoms. Das aromatische Azulensystem zer-
fallt letztlich in kleinere Fragmente, deren Signale mit geringerer Intensitét auftreten.

58



5.3. Strukturvorschlage fur Haloazulene als Nebenkomponenten

Abbildung 49 zeigt einen vergroflerten Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm des Dichlor-

methanextraktes von H. paupertas.

23 24 4 25 . OQ
O‘ OQ cl cl

LU L Lllli L,

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 rt (Min)

Abbildung 49: Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm des Dichlormethanextraktes von H. paupertas [Saule:
BPX-5, 30 m, Temperaturprogramm: 50 °C, 5 min. isotherm, 10 °C/min, 300 °C]

In diesem Kapitel werden weitere zwolf Substanzen (25, 35 - 45), die aufgrund von zu
geringer Extraktmenge nicht als Reinstoffe isoliert werden konnten, anhand ihrer Massen-
spektren diskutiert.

Die elementare Zusammensetzung von acht dieser zwdlf Verbindungen konnte durch hoch-
auflosende Massenspektrometrie bestimmt werden. Fir die restlichen vier werden anhand
ihrer Massenspektren Strukturvorschlage wahrscheinlich gemacht.

Unter Einbeziehung der spektroskopischen Daten der drel isolierten aromatischen Azulenver-
treter 24, 27 und 28, kann im Folgenden gezeigt werden, dass es sich bel diesen zwolf
Nebenkomponenten um Haloazulene handelt, die als Strukturanaloga zu den isolierten
Komponenten angesehen werden kdnnen. Es wird angenommen, dass es sich bei den in
Tabelle 13 in einer Ubersicht dargestellten Nebenkomponenten, um 1-Brom- bzw. 1-Chlor-
3,8-dimethylazulen-5-yl-Derivate handelt.
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Bel der Diskussion der Strukturvorschldge werden zum besseren Verstéandnis die

Verbindungen nicht in der Relhenfolge ihrer Retentionszeiten im Gaschromatogramm

(Abbildung 49), sondern in Gruppen strukturverwandter Verbindungen zusammengefasst und

diskutiert.
Summenformel Masse Strukturvorschlag Name
[g/mol]
25 - .
K apite! CraHa:Cl 216.71 OQ 1'Ch'?/ri'r?’?£$”§hy' d
5.3.1. \ y
36 { 1-Brom-3,8-dimethyl-5-
K apitel CisH1sBr 275.19 OQ isopropenylazulen
5.3.2. (3-Bromlactarazulen)
Br
O
K:psitel Ci3H1;.CIO 218.68 ) OQ 1-Chlor-5-formyl-3,8-
533 dimethylazulen
Cl
O
37
: x 5-Acetyl-1-chlor-3,8-
K apitel C1sH15CIO 232.71 O :
534 Q dimethylazulen
Cl
HO
38
K apitel CisH13ClO 220.70 OQ 1‘2‘35?;,2‘;??2;? ;hyl'
5.3.5. g ! y
39 O’\<o
i 5-(1-Acetoxyethyl)-1-
Kapitel C16H17CIO; 276.76 )
536 OQ chlor-3,8-dimethylazulen
Cl
K:p?td CisH1BrO, 32121 . 5-(1-Acetoxyethyl)-1-
537 OQ brom-3,8-dimethylazulen
Br
{
K:plitel CisHsBro, 307.19 ’ 5-Acetoxymethyl-1-brom-
Py OQ 3,8-dimethylazulen

60




Summenformel Masse Strukturvorschlag Name
[g/mol]
O
OH

42 . ’( 5-Acetoxyhydroxy-
Kapitel Ci15H15CIO3 278.74 Q methylen-1-chlor-3,8-
5.3.9. dimethylazulen

Cl
(o) O/

43 ?’O 5-(2-Acetoxy-1-carbo-
Kapitel Ci18H19ClO4 334.80 methoxyethyl)-1-chlor-
5.3.10. OQ 3,8-dimethylazulen

(¢]]
44 e O’\<o .
. 5-(1,2-Diacetoxyethyl)-1-
K apitel CigH1sClO4 334.80 © \
5311 OQ chlor-3,8-dimethylazulen
Cl
o o /
_{ Yy

45 o 5-Acetoxycarbomethoxy-
K apl tel Ci7H17BrO,4 365.22 methyl en-1-brom-3,8-
5.3.12. Q dimethylazulen

Br
Tabelle 13: Ubersicht Uber die Substanzen, fir die anhand der isolierten Azulenderivate ein
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Strukturvorschlag wahrscheinlich gemacht wird. Bei den mit = gekennzeichneten Verbin-
dungen konnte vom Molekilion keine hochaufgeldste Zusammensetzung erhalten werden.
Wegen der geringen Mengen konnten keine Reinsubstanzen isoliert werden, so dass die
Aufnahme von NMR-Spektren nicht méglich war. Die Strukturen werden aufgrund ihrer
M assenspektren postuliert.




5.3.1. 1-Chlor-3,8-dimethyl-5-vinylazulen (25)

Die Verbindung 25 soll als erste von den zwdlf unbekannten Substanzen diskutiert werden. Es
handelt sich ebenfalls um eine monochlorierte Verbindung, was die Isotopenverteilung im
Molekllpeak verdeutlicht. Ihre atomare Zusammensetzung konnte zu Cy4H13Cl mit 8 DBE

bestimmt werden.

100

216
165 C14H1335C|
- - 35 (Cl
B Y0 s
-35
181 (15 (CHg), -H )
Cl 165 -15
(CHy)

% 4

40 60 80 100 120 140 160 180 200m/z 220
Abbildung 50: Massenspektrum von 25 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung C;4H3Cl
gefundene | kalkulierte Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] wrE
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
218 218.069 218.068 CiaH15”'Cl -18 -8.4 8
216 216.069 216.071 CuHizCl 1.2 55 8
165 165.069 165.070 Ci3Hg 1.9 114 9.5
Tabelle 14: Atomare Zusammensetzung des Molekilions und wichtiger Fragmentionen von 25

Weiterhin konnte die Zusammensetzung von m/z 165 zu Cy3Hg bestimmt werden. Das
Massenspektrum zeigt einerseits die Abspaltung eines Chloratoms zu m/z 181, aber auch die
Abspaltung einer Methylgruppe zu m/z 201 sowie die typischen lonenserien, die sich im
Lactarazulen (24) und dessen oxygenierten Derivaten 27 und 28 wieder finden. 25 ist um
14 g/mol bzw. um eine Methylengruppe leichter als 26. Wahrscheinlich liegt hier anstatt einer
Isopropenylgruppe ein Vinylsubstituent in Position 5 vor, der das achte Doppel bindungs-
aquivalent trégt. Es handelt sich bei 25 wahrscheinlich um 1-Chlor-3,8-dimethyl-5-vinyl-

azulen, ein Derivat des Chamazulens.
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5.3.2. 1-Brom-3,8-dimethyl-5-isopropenylazulen (3-Bromlactarazulen) (36)
Bel 36 handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um das Bromanalogon zu 3-Chlor-
lactarazulen (26). Anhand des hochaufgel6sten Massenspektrums wurde die Zusammen-

setzung des Molekllions m/z 275 zu CysH1sBr bestimmt.

Cy5H15%°Cl
y/ -35
-15 (cn
CH
g5 O _
(CHy) 9
o N 215 | 79
% 1 L, I b =
Cl - S (CHy) 9
O [8) Iﬁ 5 ¢)
232
165 180 % g: 23
T
3
(@]
215

115 1,139
1287\ 141

—

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 m/z
100 1 274 | 276
C,sH.5"9Br CasHis™Br
-15 (CHy) I -79 |
/ 180 ———— > 165 l B I
OQ 259" - 79 BN
95 -15(CH,) 165
-15 (CH,)
0 Br \ 180 —> 165 180
179\
-15
(CHy)
89
195
43 128 152 259
51 115 218 230 \2/61
0 A
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z
Abbildung 51: Massenspektrum von 36 (unten) und as Vergleich das von 3-Chlorlactarazulen (26) (oben)
(El, 70 eV)
Gefundene | kalkulierte Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] L
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
274 274.035 274.036 CysHisBr 1.2 4.2 8
276 276.0314 276.034 CysHis>Br 2.3 8.3 8
Tabelle 15: Atomare Zusammensetzung des Molekdilions und wichtiger Fragmentionen von 36
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Die Bromierung ist auch anhand der Isotopenverteilung des Molekilpeaks erkennbar. Das
Verhaltnis des "Br zum %'Br enthaltenen lons betragt 100 % ("Br) zu 98 % (®'Br). Die
Molekulionen von 36 und 26 sowie die lonen, die aus der Abspaltung einer Methylgruppe
resultieren (m/z 259 fur 36 und m/z 215 fir 26) unterscheiden sich daher um die Differenz
von 44 g/mol (A Br/ *Cl = 44).

Bel beiden Verbindungen entsteht nach Abspaltung des jeweiligen Halogenatoms wiederum
das dehaogenierte Fragment m/z 195, welches einem Lactarazulenyl-Kation entspricht.
Daher zeigen beide Massenspektren im Massenbereich bis m/z 195 nur geringe Abwei-

chungen, da beide Kationen nach dhnlichen M echanismen fragmentieren

5.3.3. 1-Chlor-5-formyl-3,8-dimethylazulen (35)

Verbindung 35 ist monooxygeniert und besitzt die Zusammensetzung C;3H;,CIO.

1004 154 218

C13H113SCIO
- 29 (CHO)
O -
H 189
203 0,
- 29 (CHO) —
Q 183—=>154 %
O
cl

152

\\\}53
C12H7

% 4

151 155
76 128 13;\\\ ///
63 115
0-
40 60 80 100 120 140 160 180 200 m/z 220

Abbildung 52: Massenspektrum von 35 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung C;3H,,CIO

gefundene | kalkulierte Summen- Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] L
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente

220 220.049 220.047 | CH.,¥'CIO -1.9 -8.8 8

218 218.049 218.050 | CiHi,CIO 1.1 49 8

189 189.048 189.048 CioHio™Cl -1.0 -5.2 75

183 183.081 183.081 Ci3H1,0 -05 -2.8 8.5

155 155.087 155.086 CpoHup -1.1 -7.1 75
153 153.075 153.070 CioHg -47 - 30.6 8.5

152 152.068 152.063 CioHg -5.0 -32.6 9

151 151.049 151.055 CioH5 5.6 37.3 9.5

Tabelle 16: Atomare Zusammensetzung des Molekiilions und wichtiger Fragmentionen von 35



Fur 35 wird mit 1-Chlor-5-formyl-3,8-dimethylazulen anhand des Massenspektrums ein
plausibler Strukturvorschlag gemacht. Legt man wieder einen 1-Chlor-3,8-dimethylazulen-5-
yl-Grundkdrper zugrunde, bleibt fir den Substituenten in Position 5 nur eine CHO-Einheit
(29 g/mal) mit dem verbleibenden achten DBE Ubrig. Es kann sich nur um einen Formyl-Rest
handeln, da keine Wasserabspaltung (- 18, H,O) sondern die vollstandige Abspaltung des
Formylrestes im Massenspektrum erkennbar ist. Das resultierende Fragmention m/z 189 ist
nicht intensiv, was ebenso auf das Fragment m/z 203 (- CHg3) zutrifft. Dagegen ist die
Abspaltung des Chloratoms zu m/z 183 (Cy3H110) umso intensiver. Die lonenserie m/z 151
bis m/z 155 zeigt das in verschiedenen Protonierungsgraden vorliegende 3,8-Dimethylazulen-

1,5-yl-Grundgerist, das anschlief3end in unspezifische Fragmente zerfallt.

5.3.4. 5-Acetyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen (37)

Von 37 konnte aufgrund der geringen Konzentration im Extrakt kein hochaufgel 6stes
M assenspektrum erhalten werden. Anhand des I sotopenmusters ist eine monochlorierte Ver-
bindung zu erkennen, deren Zusammensetzung moglicherweise C14H13CIO und der resultie-

renden Masse von 232.71 g/mol entspricht.

100+
154 232
-35(Cl) - 43 (C,H30)
o 43 22
189 -35
217 (©n
- 43 (CH;0) -15
Q 197 ———— 154 (CHy)
& 217 .
%7 .35 ~
153 ©N
191 219
152 p
154 189
~
- NG
43 197
127 128
-
|.||.| | I T S TN R .I.|l|]1| i Lol by
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 m/z

Abbildung 53: Massenspektrum von 37 (El, 70 eV), deren Zusammensetzung nicht bestimmt werden konnte.

Da dieses Molekil eine recht stabile Verbindung darstellt, bildet das Molekilion gleichzeitig
auch den Basispeak. Daraus werden neben einer Methylgruppe (M - 15), das Chloratom
(M - 35) und ein Acetat-Fragment (M - 43) abgespalten. Aus dem 1-Chlor-3,8-dimethyl-
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azulen-5-yl-Kation (m/z 189) spaltet auch das Chloratom unter Bildung von m/z 153 ab, und
anschlief3end zerfélt die verbliebene aromatische Grundstruktur vollstandig.

5.3.5. 1-Chlor-5-hydroxymethyl-3,8-dimethylazulen (38)

Substanz 38 ist eine monochlorierte, oxygenierte Verbindung, die die Zusammensetzung
C13H13ClO mit der Masse 220.70 g/mol aufweist.

C,3H,5%5CIO
HO 189
-35
ci
OQ 185 | -
141 |$| o
S (CH,0H) | ©
mm
% | 17| T
115 156 LA R
75
87 102
0
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 m/z

Abbildung 54: Massenspektrum von 38 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung C;3H,3CIO

[m/z] gefundene | kalkulierte Summen- Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
222 222.070 222,063 | CisH15°'CIO -7.6 -34.4 7
220 220.066 220.065 | CisHi15>CIO -0.8 -3.8 7
Tabelle 17: Atomare Zusammensetzung des Molekdilions und wichtiger Fragmentionen von 38

Es kann sich bei dieser Verbindung nicht um eine Carbonylverbindung handeln, da alle sieben
DBE im Azulengeriist vorliegen und das Sauerstoffatom somit an einem sp>-hybridisierten
Kohlenstoffatom gebunden sein muss. Da im Massenspektrum Fragmentierungen aus dem
Molekilion von M - 17 (- OH) und M - 31 (- CH,OH) zu m/z 203 bzw. m/z 189 vorliegen,
kann es sich daher nur um einen priméaren Alkohol handeln.

Interessanterwei se spaltet das Molekilion m/z 220 relativ intensiv ein Teilchen mit der Masse
17 (M - OH) und nicht Wasser (M - 18) aus der Seitenkette ab. Ein Vergleich mit dem
Massenspektrum von Benzylalkohol verdeutlicht, dass dort ebenfalls eine Abspaltung von
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M - 17 auftritt und die Eliminierung von Wasser nicht begiinstigt scheint. Es konnte daher
davon ausgegangen werden, dass auch 38 eine Hydroxymethylgruppe enthéalt.

100 -

79
108
-17
OH ———
(OH)
% 4
51
91
39 63
0 |I”I!‘=.””II “.'...'!|!|:...'I|!.!'....“! IIIIII |: | IIIIII

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 m/z

Abbildung 55: Massenspektrum von Benzylalkohol (El, 70 eV), der wie 38 anstatt Wasser bevorzugt die
Hydroxylgruppe aus dem Molekilion eliminiert.

Vor dem Hintergrund einer Azulen-Serie, die in Hymedesmia paupertas vorzuliegen scheint,

durfte es sich bei 38 um 1-Chlor-5-hydroxymethyl-3,8-dimethylazulen handeln.
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5.3.6. 5-(1-Acetoxyethyl)-1-chlor-3,8-dimethylazulen (39)

Von 39 konnten fur eine stringentere Diskussion mehr lonen hochaufgelost werden. Es

handelt sich hierbei um eine Substanz mit der Summenformel CigH17ClIO> und der Masse

276.76 g/mol mit 8 Doppel bindungsaquival enten.

1001

217
22 P 216
-15CH) .35 ™
165 <—= 181 <—= 217 e} - 60 |
(CH0,) !
OQ -35 276 C,¢H,,%°ClO,
@n -59
cl | (CH0,) N
@)
%A —— 219 9
165 ®
—
o L
T 181 -43 g
¢) N 152 (CH50) 278
43 O<r -
T, 203
o 139
76 205
60 (8289  115128\14 %
pd
O_
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z

Abbildung 56: Massenspektrum von 39 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung C;sH,7ClIO,

gefundene | kalkulierte Summen- Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] ppel
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente

278 278.084 278.089 | CieHi7°'ClO, 43 15.5 8

276 276.093 276.092 | CigHi7>°ClO, -1.1 -3.9 8

219 219.073 219.075 CiH1'Cl 2.2 10 75

218 218.072 218.068 CiH13>'Cl -4.0 -18.3 8

217 217.078 217.078 CiH1>°Cl -0.1 -04 75

216 216.073 216.071 CiH13>Cl -20 -9.1 8

203 203.061 203.063 CisH1>Cl 1.8 9.1 75

201 201.047 201.047 CisH1o>Cl 0.4 1.9 8.5

181 181.102 181.102 CiHis -4.0 -4.0 8.5

165 165.070 165.070 Ci3Hg -0.4 -0.4 95

152 152.062 152.063 CyHsg 0.5 3.1 9

139 139.056 139.055 CyH -5.3 -5.3 8.5

60 60.021 60.021 C,H40, -1.2 -1.2 1

43 43.019 43.018 C,H;0 -0.5 -10.9 15
Tabelle 18: Atomare Zusammensetzung des Molekdilions und wichtiger Fragmentionen von 39

Hier liegt eindeutig eine Azulenverbindung mit einer Acetatfunktion vor. Dies kann anhand
der Abspaltung eines C,H3;O-Fragmentes (M - 43) zu m/z 233 und Essigsaure (M - 60,
CH40,) aus dem Molekilion (incl. eines DBE) zum Fragmention m/z 216 festgestellt
werden. Die Abspaltung von deprotonierter Essigsaure (59 g/mol, C,H30,) fihrt zur Bildung
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des Basispeaks m/z 217. Diese Fragmentierungen sind der Abspaltung des Chloratoms
bevorzugt, da dieses aus m/z 216 zu m/z 181 (Cy4H13) abgespalten wird.

5.3.7. 5-(1-Acetoxyethyl)-1-brom-3,8-dimethylazulen (40)

Die elementare Zusammensetzung von 40 konnte nicht bestimmt werden. Es kann aber davon
ausgegangen werden, dass es sich um 5-(1-Acetoxyethyl)-1-brom-3,8-dimethylazulen
handelt. Sie folgt im Gaschromatogramm unmittelbar auf ihre chloranaloge Verbindung 39.

261

59
-15(CH) -79 (Br) o/<
167 <—— 182 <—— 261 o)

(9

Br

- 59
% 1 (C,H;0,) !

! (Br)

43 117

167 182 184
/

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260I2é0 300 320 m/z

Abbildung 57: Massenspektrum von 40 (El, 70 eV)

Es liegt hier eine monobromierte Verbindung mit dem Molekiilpeak m/z 320 fiir das "Br-
Isotop vor. Die wichtigste Fragmentierung stellt analog zu 39 die Abspaltung deprotonierter

Essigsdure zum Basispeak m/z 261 (M - 59) mit anschliefRendem Verlust des Bromatoms zu
m/z 182 dar.
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5.3.8. 5-Acetoxymethyl-1-brom-3,8-dimethylazulen (41)

Bel der monobromierten Verbindung 41 handelt es sich wahrscheinlich um das Brom-

analogon von 27, also um 5-Acetoxymethyl-1-brom-3,8-dimethylazul en.

Abbildung 58:
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% 262
O
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NN\
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/_265 Y
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Massenspektrum von 41 (unten) und als Vergleich das Massenspektrum seiner chloranalogen
Verbindung 27 (oben) (El, 70 eV).

Wiein 27 findet aus dem Molekllion eine Abspaltung von M - 43 und M - 59 (deprotonierte

Essigsdure) zu den lonen m/z 263 bzw. m/z 247 statt, ein Indiz fur eine enthaltene

Acetatgruppe. Die Abspaltung des gesamten Substituenten zum lon m/z 233 (M - 73) ist

zusétzlich zu erkennen. Aus m/z 247 spaltet sich das Bromatom zu m/z 167 ab, das zusétzlich

noch eine Methylgruppe zu m/z 152 verliert.
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5.3.9. 5-Acetoxyhydroxymethylen-1-chlor-3,8-dimethylazulen (42)
Bel 42 handelt es sich moglicherweise um 5-Acetoxyhydroxymethylen-1-chlor-3,8-dimethyl -

azulen mit einer Masse von 278.74 g/mol.

1007 |43 e
o | -89 |
OH | (CgH:03) |
o) 189 | - 59 |
| |
59 (C2H302)
219 Q 219
%7 59 Cl
152 156
141\ 221
115 128 278
165 189
9 101 280
O 4

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Abbildung 59: Massenspektrum von 42 (El, 70 eV)

Die Abspaltung deprotonierter Essigsaure (M - 59) aus m/z 278 zu m/z 219 ist zu erkennen.
Die Abspaltung des gesamten Substituenten mit der Masse 89 g/mol vom Azulengertst, zum
monochlorierten lon m/z 189, ist sichtbar. M/z 189 entspricht wieder dem 1-Chlor-3,8-
dimethylazulen-5-yl-Kation, das den gesamten Substituenten mit der Zusammensetzung
C3HsO3 verloren hat. Eine Abspaltung der Hydroxylgruppe aus dem Molekilion (M - 17) ist
dagegen nicht erkennbar.
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5.3.10. 5-(2-Acetoxy-1l-carbomethoxyethyl)-1-chlor-3,8-dimethylazulen (43)

Substanz 43 konnte durch hochauflésende Massenspektrometrie als CigH19ClO, mit einer

Masse von 334.80 g/mol und 9 Doppel bindungsaquival enten bestimmt werden.

100+

9% 4

. ,H,,35CIO 233
14 l4| - 145 I
| |
(CeHg0y)
43 o / 233
d | -89 |
0 (C3H5O3)
o 274 - 60
189 OQ (C,H,0,)
43

60

115128

|.| |.|||||||.II I |||.| vty il ol

3
334 C,gH,4%5CIO,

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 m/z

Abbildung 60: Massenspektrum von 43 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung CigH19ClIO,
gefundene | kalkulierte Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] PEY
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente

334 334.097 334.097 | CigH1s>ClO, 0.7 2.0 9

235 235.073 235.070 CiH 1437CIO -3.0 -12.7 7.5

233 233.068 233.073 CiH 1435CIO 5.3 22.8 7.5
Tabelle 19: Atomare Zusammensetzung des Molekiilions und wichtiger Fragmentionen von 43

Geht man von dem bekannten 1-Chlor-3,8-dimethylazulen-5-yl-Substitutionsmuster aus,
entspricht der Substituent der Zusammensetzung CsHgO4 (145 g/mol) und enthélt zwei DBE.
Das Vorhandensein von m/z 43 und m/z 60 deutet in jedem Fall auf eine Acetateinheit hin,
was die Bildung von m/z 274 unter Abspaltung von Essigsdure aus dem Molekilion beweist.

(10

Der chlorierte und sauerstoffhaltige Basispeak m/z 233 zeigt nach

Abspaltung von 101 g/mol (entspricht C4HsO3) die Zusammensetzung
C1H1,°ClIO und entspricht einem (1-Chlor-3,8-dimethylazulen-5-yl)-
ethanol-Kation (s. kleine Abbildung).
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5.3.11. 5-(1,2-Diacetoxyethyl)-1-chlor-3,8-dimethylazulen (44)
Wie bel 43 handelt es sich bei dieser Verbindung um ein monochloriertes, vierfach oxy-
geniertes Azulenderivat mit der Masse 334.80 g/mol und der Zusammensetzung C;gH19ClOs.
Ebenfals verfigt 44 Uber neun Doppelbindungsaquivalente und ein dhnliches Massen-
spektrum wie 43, welches sich jedoch im Basispeak m/z 219 (43: m/z 233) unterscheidet.
Daher muss 44 einen unterschiedlich aufgebauten Substituenten besitzen.

100 219 | C44H,,%5CIO
4s 43 - 115 |
O ! (C4HgO3) !
-60
59, -H
43 274 221 (C,H,0,)
-35 35
|—|(CI) 232 74 CygH19°°CIO,
4
% Cl 33
69
60
o ||I .| !” |‘I|||||!|||||II

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 m/z

Abbildung 61: Massenspektrum von 44 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung C;gH19ClO4
gefundene kalkulierte Summen- Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] LI
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
334 334.101 334.097 CisH1>ClO, -4.3 -12.8 9
232 232.068 232.065 C1H15>CIO -25 -10.8 8
219 219.059 219.058 Cy13H.>CIO -1.8 -8.0 75
216 216.064 216.071 CuH15>Cl 6.5 30.0 8
Tabelle 20: Atomare Zusammensetzung des Mol ekuilions und wichtiger Fragmentionen von 44

Der Basispeak von 44 liegt 14 Masseneinheiten niedriger als der von 43, was einer Methylen-
gruppe entspricht. So wird demnach das (1-Chlor-3,8-dimethylazulen-5-yl)-ethanol-K ation
gebildet.

Der Peak m/z 103, der protoniertem Essigsdureanhydrid (C4;H;O) entspricht, ist ein Indiz
dafur, dass es sich bel dieser Substanz um ein Diacetat handeln muss. Diese Riickschlisse
lassen darauf schlief3en, dass es sich bei 44 mit grof3er Wahrscheinlichkeit um 5-(1,2-Diacet-
oxyethyl)-1-chlor-3,8-dimethylazulen handelt.
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5.3.12. 5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-brom-3,8-dimethylazulen (45)

Bel dieser Komponente handelt es sich wiederum um eine bromierte Verbindung, die mit
grof3er Wahrscheinlichkeit das Bromanalogon zu 28 darstellt. Sie besitzt die Zusammen-
setzung Cy7H17BrO, und die Masse 365.22 g/mol mit 9 Doppel bindungsaguival enten.
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Abbildung 62: Massenspektrum von 45 mit der Zusammensetzung C;7H:;BrO, (unten) und zum Vergleich
seine chloranaloge Verbindung 28 (oben) (El, 70 eV)
[m/z] gefundene | kalkulierte Summen- Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente

366 366.032 366.029 | CH.i,7BrO, -34 -94 9

364 364.029 364.031 | C7H.,"°BrO, 1.7 46 9

263 263.007 263.007 CysH1,""BrO 0.4 1.3 75
Tabelle 21: Atomare Zusammensetzung des Molekilions und wichtiger Fragmentionen von 45
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Auch in diesem Massenspektrum sind die typischen Fragmentierungen eines Acetates
(M -60, M - 59) zu finden, die analog zur Bildung des stabilen lons m/z 263 (Basispeak)
fuhrt, das dem (1-Brom-3,8-dimethylazulen-5-yl)-methanol-K ation entspricht. Daraus spaltet
sich dann das Bromatom ab und es kommt zur vollsténdigen Fragmentierung des Molekils.

75



5.4. Inhaltsstoffe von Hymedesmia sp.

Neben Hymedesmia paupertas wurde ein zweiter kornblumenblauer, inkrustierender
Schwamm untersucht, der eine nicht naher definierte Hymedesmia-Art darstellte. Es wurden
2.9 g Schwamm (Nassgewicht) nach dem géngigen Extraktionsschema aufgearbeitet und ein
tiefblauer Dichlormethanextrakt erhalten.

Anhand der unterschiedlichen Zusammensetzung flUchtiger Inhaltsstoffe im Gaschromato-
gramm konnte bereits festgestellt werden, dass es sich bel diesem Schwamm nicht um
H. paupertas handeln konnte, da neben gering konzentrierten Sesquiterpen-Kohlenwasser-
stoffen und Steroidalkoholen nur eine Substanz das Chromatogramm dominierte. Das
Massenspektrum der Hauptkomponente mit der Masse 198 g/mol deutet auf einen weiteren
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff hin. Eine Recherche in Massenspektrenbibliotheken lieferte
Guajazulen (31) als sinnvollen Vorschlag fur diese Verbindung.

Durch den gaschromatographischen Vergleich von kauflichem 31 mit dem Dichlormethan-
extrakt konnte dieser V orschlag bestétigt werden (s. Abbildung 63).

Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffe Steroide

—

Guajazulen (31)

T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 rt (Min) 35

Abbildung 63: Anhand eines Vergleiches der Retentionszeiten des Naturextraktes mit kauflichem Guajazulen
(31) kann festgestellt werden, dass es sich bei der Hauptkomponente im Dichlormethanextrakt
von Hymedesmia sp. héchstwahrscheinlich um Guagjazulen (31) handelt. [Saule: HP-1, 30 m,
Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C/min, 300 °C, 10 min. isotherm]

Den endgultigen Beweis, dass es sich bei der Hauptkomponente um Guajazulen (31) handelt,

liefert eine NM R-spektroskopische Untersuchung des gewonnenen Gesamtextraktes.
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Das Protonenspektrum ist in Abbildung 64 abgebildet. Deutlich ist zu erkennen, dass der
Gesamtextrakt die Hauptkomponente fast vollstéandig als Reinsubstanz enthadlt. Anhand ein-

und zweidimensionaer NM

R-Spektren und Abgleich mit eigenen NMR-Daten (s. Kap.

5.2.3.1., FuRnote) sowie Literaturdaten wurde die Struktur als Gugjazulen (31) bestétigt.*
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125.56 1.39
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Abbildung 64:

'H-NMR-Spektrum (oben) und **C-PENDANT-Spektrum (unten) des Dichlormethanextraktes

[*H: 500 MHz bzw. *3C: 100.6 MHz, Chloroform-d;]. Die chemischen Verschiebungen der
Protonen und K ohlenstoffatome des Gugjazulens (31) sind angegeben.
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5.5. Diskussion

Unter dem Begriff Azulene versteht man Verbindungen, die sich vom Cyclopentacyclohepten
(Bicyclo[5.3.0]deca-1,3,5,7,9-pentaen) ableiten und nichtbenzoide, aromatische Verbin-
dungen darstellen, die durch ihre charakteristische blaue bis violette Farbung auffallen.
Azulen und seine Derivate werden bel der Aufarbeitung bestimmter Pflanzen und Pflanzen-
teile zur Herstellung &therischer Ole gewonnen. Sie kommen in den Pflanzen als sog. Pro-
azulene vor. Unter Proazulenen versteht man meist Sesquiterpenderivate bzw. -vorstufen
(Hydroazulene), die sich erst bei der Aufarbeitung pflanzlichen Materials z. T. unter
drastischen Bedingungen in Azulenderivate umwandeln. Als Beispiele seien hier
Sesquiterpenlactone aus Guajakholzdl, Kamillen-, Beiful3- und Wermut6l zu nennen, wobei
Kamille (Matricaria chamomilla) und rémischer Beifuld as starke Proazulenproduzenten
gelten. Die Kamille enthélt u. a. die farblosen Verbindungen Matricin und Matricarin aus
denen bei der Aufarbeitung leicht das Prochamazulen und durch Decarboxylierung das
Norsesquiterpen Chamazulen entsteht. Weitere Vertreter stellen das Guajazulen (31, aus dem
Holzol des Gugakbaumes) und das Vetivazulen (50) dar.

Azulen und seine Derivate sind fir ihre antiphlogistische (entziindungshemmende) Wirkung
bekannt und finden daher Verwendung in pharmazeutischen und auch kosmetischen

Praparaten.

Abbildung 65: In der Kamille (Matricaria chamomilla) enthaltene Proazulene Matricarin (46) und Matricin
(47) sowie die daraus bei der Aufarbeitung entstehenden Azulenderivate Prochamazulen (48)
und Chamazulen (49). Weitere Vertreter sind Gugjazulen (31) und das 2,4,8-substituierte
Vetivazulen (50).
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Die Anzahl der in marinen Organismen identifizierten aromatischen Azulenderivate
beschrankt sich lediglich auf neun Verbindungen, die alle aus verschiedenen Korallenarten
isoliert wurden. In Schwadmmen sind bisher keine aromatischen Azulenverbindungen als
Sekundarmetabolite beschrieben worden.

Als erster Vertreter wurde Gugjazulen (31) 1981 von Fusetani et al. aus der Gorgonie
Euplexaura erecta isoliert.> Mittlerweile ist 31 in verschiedenen Korallenarten nachgewiesen
worden. Scheuer et al. konnten 1984 in Tiefseekorallen drei hal ogeni erte Substanzen und eine
stickstoffhaltige Verbindung vom Guagjazulen-Typ identifizieren (51 - 54), darunter das
Ehuazulen 53.°%” |m Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde 31 as Hauptkomponente des

Dichlormethanextraktes eines nicht néher spezifizierten Hymedesmia-Exemplars identifiziert.

| (

Abbildung 66: Von P. Scheuer 1984 aus Tiefseekorallen isolierte Azulenderivate vom Guajazulen-Typ.

In Paramuricea chamaeleon wurde 1980 Linderazulen® (55) und 1987 in Acalycigorgia sp.
2,3-Dihydrolinderazulen (56) identifiziert.®* Ahnliche Strukturen sind in den Pigmenten
Gorgiabisazulen (57) und Gorgiagalylazulen (58) enthaten, die ebenfals aus
Acalycigorgia sp. isoliert wurden.” Ein Guajazulendimer (59) wurde 1996 in Calicogorgia

granulosa beschrieben.”

S i

Abbildung 67: Linderazulen (55) aus Paramuricea chamaeleon sowie 2,3-Dihydrolinderazulen (56), Gorgia-
bisazulen (57) und Gorgiagallylazulen (58) aus Acalycigorgia sp. sowie ein Gugjazulendimer
aus Calicogorgia granulosa (59).

Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten und identifizierten Haloazulene 1-Chlor-3,8-dimethyl-

5-isopropenylazulen (3-Chlorlactarazulen, 26), 5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen

(27) und 5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-chlor-3,8-dimethylazulen (28) sind neue Natur-

stoffe.
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Abbildung 68: Die bisher unbekannten Naturstoffe 3-Chlorlactarazulen (26), 5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-
dimethylazulen (27) und 5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-chlor-3,8-dimethylazulen (28).

Weliterhin wurden anhand von Massenspektren bzw. Vergleich von isolierten Komponenten
Strukturvorschlage fur weltere zwolf strukturverwandte Verbindungen gemacht. Darunter
befinden sich auch vier bromierte Azulene.

< o) o 0 O/
O O
Br Br ! Br Br
36 40 41 45
Abbildung 69: Fir die vier bromierten Azulenverbindungen 36, 40, 41, 45 konnten Strukturvorschldge

gemacht werden. Es handelt sich dabel um bromanaloge Verbindungen zu den isolierten bzw.
postulierten Azulenstrukturen 26, 27, 28 bzw. 39.

Aus Hymedesmia paupertas wurde ferner das Lactarazulen (24) und das nicht aromatische
3,7-Dihydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethyliden)azulen (23) isoliert, wobei 23 ebenfalls ein
neuer Naturstoff ist. Der Kohlenwasserstoff 24 ist mit verwandten Vertretern bisher aus
zahlreichen Pilzarten der Gattung Lactarius (Milchlinge) isoliert worden. Eine zu 23
strukturell verwandte Verbindung, das sog. Lactarofulven (30), ist ebenfalls aus verschie-
denen Reizkerarten isoliert worden.

Von diesen Pilzen sind in mitteleuropéischen Breiten ca. 70 Arten, z. B. der Echte Reizker
(Lactarius deliciosus) und der Fichtenreizker (L. deterrimus), bekannt. Bereits 1935
berichtete Willstaedt Uber Inhaltsstoffe dieser Pilze, wobel Lactaroviolin (60) as erster
Vertreter beschrieben wurde.”? Bei weiteren Untersuchungen dieser Pilzgattung wurden im
Laufe der Jahre Lactarazulen (24), 11,12-Dihydrolactaroviolin™® (61) und Deterrol™ (62)
isoliert. Neben dem zitierten Deterrol (62) sind auch Sesquiterpene vom Guagjan-Typ isoliert
worden, deren Aromatizitét im Azulen-Grundgeriist aufgehoben ist, z. B. Delicia ™ (63) und

das bereits angesprochene Lactarofulven®’ (64).
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Bereits 1970 konnte festgestellt werden, dass es sich bel diesen Sesguiterpenen um
enzymatische Abbauprodukte handelt. Sie entstehen bei der Aufarbeitung der Fruchtkérper

und liegen urspriinglich in Form von Fettsiureestern (z. B. Stearylester ) in den Pilzen vor.>’

Abbildung 70: Aus verschiedenen Reizkerarten isolierte aromatische Sesquiterpene (Lactarazulen (24),
Lactaroviolin (60), 11,12-Dihydrolactaroviolin (61) und Deterrol (62)) und nicht aromatische
Sesquiterpene vom Guajan-Typ wie Delicia (63), Lactarofulven (64) und 65, der Stearinsdure-
ester des zu 63 komplementaren Alkohols.

Uber biosynthetische Zusammenhange der z. T. halogenierten Kohlenwasserstoffe bzw. in
den Seitenketten unterschiedlich oxygenierten Azulenvertretern in H. paupertas kdnnen nur
Vermutungen angestellt werden. Welche Funktion sie in diesem Schwamm tbernehmen, oder
ob sie eventuell von assoziierten Mikroorganismen produziert werden, bleibt ungeklart.
Abbildung 71 zeigt einen theoretischen Weg des sukzessiven Abbaus der |sopropenyl-
Seitenkette.
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Moglicherweise kann Lactarazulen (24) aus dem Dihydroazulen 23 oder umgekehrt entstehen.
Chloroperoxidasen fuhren dann entsprechend in Position 3, der fur eine elektrophile
Substitution am Azulengertist bevorzugten Stelle, einen Chlorsubstituenten ein. Mdglicher-
weise erleichtert ein Chlorsubstituent den Abbau der Seitenkette, die dann in einer Reihe von

Oxidationsschritten von einem Isopropyl- (Cs-) zu einem C;-Korper abgebaut wird.

o

24

s

s
2,0 Yo o~
— o OQ - OQ

Oo J ~“ﬁ

Abbildung 71: Maogliche biosynthetische Zusammenhéange der isolierten bzw. postulierten Azulenstrukturen.
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5.5.1. Darstellung von Referenzsubstanzen

Die Darstellung des Lactarazulens erfolgte (s. Kapitel 5.2.3.1.), um dieses einerseits mit der
im Naturextrakt enthaltenen Verbindung zu vergleichen und es andererseits als Ausgangs-
material fir die Darstellung chlorierter bzw. oxygenierter Derivate zu nutzen.

Lactarazulen (24) kann aus Guajazulen (31) durch Einwirkung von NCS erhalten werden. Die
weitere Umsetzung von 24 mit NCS in Hexan fuhrt dann zum 3-Chlorlactarazulen (26).

Die folgenden Reaktionsschritte sollten unterschiedliche Oxidationsschritte in der Seitenkette
sein (s. Abbildung 72). Hier aber scheiterten die geplanten Synthesewege, da das Azulen-

gerlist von Ozon oder Wasserstoffperoxid vollsténdig oxidiert und zerstort wird.

SRR
Cl Cl
NCS NCS
OQ (Benzol) OQ (Hexan) OQ
cl
31 24 26

HQ

OQ 1. Schutz

ol 2. ByHg
3. H202/ NaOH
AC2
y/
1. Ox.
2 meon _Se0p OQ 2/NaOH
26 1. Red.
2. Aczo
AcO, /) ACzo

Cl

/w\

Abbildung 72:  Geplantes Syntheseschema zur Darstellung von Referenzsubstanzen aus Guajazulen (31) Uber
3-Chlorlactarazulen (26).
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6. Bromierte Tyrosinalkaloide aus Aplysilla sulphurea (SCHULZE)

6.1. Einleitung

Aplysilla sulphurea (ScHULZE,
1878) ist ein dunner, inkrus- |
tierender Schwamm von inten-
siv gelber Farbung. Bei der im
BosMAN-Projekt durchge-
fihrten  Beprobung  wurde
A. sulphurea als Uberzug auf
Stryphnus ponderosus (BOWER-
BANK, 1866) vorgefunden (s.
Abbildung 73%). A. sulphurea ist

im Atlantik, in der Nordsee, s ;
. = _ Abbildung 73:  Aplysilla sulphurea auf Stryphnus ponderosus kurz
Schweden, Irland, im Armel nach der Beprobung (grofes Bild), in vergroferter Darstellung (rechts)

kana und im Mittelmeer weit und n-Butanol-Extrakt (links)

verbreitet und wachst auf Steinen, Schwdmmen und anderen Substraten. Er ist in Tiden-

regionen aber auch im Tiefwasser bis 320 m anzutreffen.

Die phylogenetische Zuordnung der Gattung Aplysilla ist in der Literatur uneinheitlich. Man
kann sie den Ordnungen Dendroceratida oder Verongida wieder finden. Das aktuelle
Standardwerk der Schwamm-Taxonomie® teilt A. sulphurea, der in zwei Farbvariationen
(rosalrot oder gelb) vorkommt, in die Klasse der Demospongiae, Ordnung Dendroceratida,
Familie Darwinellidae ein.

Rote Farbvariationen werden auch als A. rosea (BARROIS, 1876) bezeichnet. Inwiefern es sich
hier um ein Synonym der gelben Spezies handelt ist unklar.

Sowohl A. rosea as auch A. sulphurea produzieren die fur dendroceratide Schwamme
typischen Sekundéarmetabolite (oxygenierte Diterpene). Einige Beispiele sind in Abbildung 74
und Abbildung 75 gezeigt.

* groRes Foto: Koordination (Prof. Dr. W. Michaglis, Dr. T. Pape) des Verbundprojektes BosMAN; Bild rechts:
freundlicherweise von Herrn Dr. Hans Tore Rapp zur Verfligung gestellt; Bild links: eigene Aufnahme
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Seit 1979 haben sich mehrere Autoren mit Inhaltsstoffen des Schwammes A. rosea

beschéftigt, der eine Reihe Diterpene (u. a. die sog. Aplyroseole (Aplyroseol-1 (66) bis
76,77,78,79

Aplyroseol-18)) produziert.

66: Aplyroseol-1 67: Aplyroseol-10 68: Aplyroseol-13 69: Aplyroseol-14 70: Aplyroseol-15

Abbildung 74: Einige Aplyroseole aus A. rosea
Terpenoide Sekundarmetabolite aus A. sulphurea sind z. B. das 15,16-Diacetoxyspongian’

(71), 16-Oxospongian” (72), Aplysulphurin® (73), Aplysulphurid® (74) und Fasciculatin®
(75).

71: 15,16-Diacetoxyspongian 72: 16-Oxospongian 73: Aplysulphurin 74: Aplysulphurid
7 ) < 7 YN

75: Fasciculatin

Abbildung 75:  AusA. sulphurea bekannte Strukturen

Wegen ihrer sehr @nlichen Morphologie konnen die inkrustierenden Schwamme A. rosea
und A. sulphurea nur schwer voneinander unterschieden werden. Man geht aber davon aus,
dass fur A. rosea (Klasse Demospongiae, Ordnung Dendroceratida, Familie Darwinellidag)
die korrekte Bezeichnung bzw. phylogenetische Klassifizierung verwendet wird.

Beide Arten zeigen unterschiedliches Verhalten schwammeigener Pigmente gegeniber
oxidativen Prozessen. Die Farbe von A. rosea wechselt in alkoholischer Losung von pink
nach rotlich braun, wohingegen sich die von A. sulphurea beim Verletzen, Absterben oder in
alkoholischer Losung zu tief violett andert (s. Abbildung 73). Diese Eigenschaft ist ein
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ausgepragtes Indiz fur verongide Schwamme, von denen bekannt ist, dass sie zum einen in
verschiedenen Lebensstadien unterschiedliche Farbungen aufweisen (grofdtenteils sind sie
schwefelgelb), zum anderen beim Absterben bzw. bel Verletzungen ihre Farbe nach dunkel-
braun, tief violett oder schwarz wechseln. Dieses unterschiedliche Verhalten von A. rosea und

A. sulphurea wurde bereits mehrfach beschrieben.?838

Bel dem in dieser Arbeit bearbeiteten Individuum handelt es sich aufgrund des Farbwechsels
von gelb nach dunkelviolett um einen verongiden Schwamm, der von Herrn Dr. Hans Tore
Rapp und Frau Dr. Friederike Hoffmann als A. sulphurea identifiziert wurde.

Wie sich im Laufe dieser Arbeit anhand der chemischen Untersuchungen zeigen wird,
produziert dieser Schwamm einfach- bzw. mehrfach bromierte Tyrosinakaloide. Diese
Substanzen sind chemotaxonomische Marker fir verongide Schwamme, die nicht als
Produzenten terpenoider Sekundérmetabolite in Erscheinung treten. Dies stellt einen Wider-
spruch zu den aus tropischen Gewassern gewonnenen Sekundéarmetaboliten von A. sulphurea
dar, was moglicherweise auf regionale Unterschiede oder auf eine abweichende Verteilung

von Schwamm assoziierten Symbionten zuriickzufthren ist.

6.2. Isolierung und Identifizierung von bromierten Tyrosinalkaloiden

Der in Abbildung 73 gezeigte Schwamm A. sulphurea, der auf S. ponderosus eine leuchtend
gelbe inkrustierende Schicht bildete, wurde von diesem vorsichtig abgetrennt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass bereits nach violett verfarbte Schwammteile ausgespart wurden. Die
separierten Teile (ca. 500 g) wurden wiederum nach dem Standard-Extraktionsverfahren
aufgearbeitet. Dadurch wurden ein Dichlormethan- sowie ein n-Butanolextrakt erhalten. Ein
Foto des intensiv gelb geféarbten n-Butanolextraktes wird in Abbildung 73 (links) gezeigt. Der
Schwamm konnte so aufgearbeitet werden, dass der Extrakt keine Verfarbungen aufzeigte.
Der Dichlormethanextrakt wurde gaschromatographisch untersucht, wahrend der n-Butanol-
extrakt mittels flissigchromatographischer und ESI- bzw. APCI-M S-Methoden (positiver und
negativer Modus) untersucht wurde.
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6.3. Flichtige Komponenten des Dichlormethanextraktes

Im Gaschromatogramm des Dichlormethanextraktes (Abbildung 76) sind neben Ublichen
Primarmetaboliten wie Steroidalkoholen und Fettsduren ein- und mehrfach bromierte Verbin-
dungen anhand ihrer Massenspektren zu erkennen (76 - 84). Ihre elementare Zusammen-
setzung konnte durch hochaufgel 6ste M assenspektrometrie bestimmt werden.

An den Intensitatsverhaltnissen der |sotopenpeaks der jeweiligen Molekil- bzw. Tochterionen
konnten Riickschliisse auf die Anzahl enthaltener Bromatome gezogen werden.

Das Isotopenmuster monobromierter Verbindungen wurde bereits bel den Haloazulenen aus
Hymedesmia paupertas in Kapitel 5 diskutiert. lonen, die zwel Bromatome enthalten, zeigen
drei (®Bry: 51 %, "Br®'Br: 100 %, ®Br,: 49 %) und solche, welche drei Bromatome ent-
halten, vier unterschiedlich intensive | sotopenpeaks (“Brs: 34 %, "Br,®'Br: 100 %, "°Br*'Br.:
98 %, ¥Bra: 32 %).

Die Strukturen einiger Verbindungen konnten durch Vergleich mit Literaturspektren zuge-
ordnet werden.

Dartiber hinaus wurden durch eine M S-Bibliotheksrecherche Steroidalkohole wie Cholesta-
5,22-dien-3p-0l (85), Cholesteral (86) und Ergosta-5,22-dien-3p-ol (87) identifiziert.

o
Br a
7 B'“@U 8 \Q 82_[| _s3 ‘00
o) — ||| -—— H
82 HO'

86
—_—

CH,CN
o~ o 0f
B B i
Br Br ' ' @ A
78 HO!

83

o~
Br. Br 77 78 81 l
79 Brz—@U 84 76 79 l
o 1 l
O,

T T T (AAAAREEESS T T T T I ARAASEARA RS T AARARESESS T
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 rt (Min)

Abbildung 76: Gaschromatogramm des Dichlormethanextraktes von A. sulphurea [Sdule: BPX-5, 30 m,
Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C/min, 300 °C, 20 min. isotherm]
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Summenformel | Masse [g/mol] | Strukturvorschlag Name

76 Brom-2,3-dihydro-
Kapitel 6.3.2. CeH7BrO 199.05 Br@ benzofuran
OH
KapitZsI76 3.3 CeH4Br,0 251.91 Br\@/m 2,6-Dibromphenol
o
78 Br Br 2,6-Dibrom-4-methyl-
Kapitel 634, |  CeHsBreO 219.9 \<j/ anisol
79 Dibrom-2,3-dihydro-
Kapitel 6.3.5. CeHeBr 0 27794 Brr@\j benzofuran
OH
80 Br. Br
Kapitel 6.3.6 CsH3BrsO 330.80 2,4,6-Tribromphenol
Br
o
Br
81 3-Brom-4-methoxy-
Kapitel 6.3.7. CoHsBING 226.01 \© phenylacetonitril
CH,CN
o
82 o o 3,5-Dibrom-4-methoxy
Kapitel 6.3.1. CoH7BrNO 304.97 phenylacetonitril
CH,CN
OH
83 o o 3,5-Dibrom-4-hydroxy
Kapitel 638, | CersBraNO 290.94 phenylacetonitril
CH,CN
o~
Br Br
84 3,5-Dibrom-4-methoxy-
Kapitel 639, | CoMoBraNO: 322.98 ) phenylacetamid
NH,
Tabelle 22: Ubersicht fir die fliichtigen Komponenten (76 - 84), diein A. sulphurea enthalten sind.

6.3.1. Strukturaufklarung der Hautkomponente (82)

Der Extrakt wird von einer Komponente 82 dominiert (s. Abbildung 76), die die elementare
Zusammensetzung CoH;BroNO (305 g/mol) besitzt. Das Massenspektrum ist in Abbildung 77
gezeigt.

82 konnte mit Hilfe préparativer Gaschromatographie an einer gepackten SE-30-Saule
(Temperaturprogramm: 180 °C isotherm) in fir NM R-spektroskopische Untersuchungen aus-

reichenden Mengen isoliert werden.
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Im Folgenden wird die Struktur anhand des hochaufgel sten M assenspektrums sowie ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektren diskutiert und identifiziert.

-
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Massenspektrum der dibromierten Verbindung 82 (El, 70 €V) und der vergrofRerte Ausschnitt

des Massenbereiches zwischen m/z 264 und m/z 287. Die wichtigsten Fragmentierungen sind
links abgebildet.

Die elementare Zusammensetzung des Molekilions und wichtiger Fragmentionen von 82

kann Tabelle 23 entnommen werden.

gefundene | kalkulierte Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] Summenformel P
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente
307 306.889 306.885 CoH-21Br,NO -40 -13.0 6
305 304.890 304.887 CoH,Br*'BrINO -31 -10.1 6
303 302.892 302.889 CyH, " Br,NO -21 -71 6
292 291.862 291.862 CgH,Br,NO -0.4 -1.4 6.5
290 289.865 289.864 CgH,°BrfIBINO -0.9 -3.2 6.5
288 287.867 287.866 CgH4"°Br,NO -0.7 -25 6.5
281 280.882 280.882 CgH-1Br,0 0.5 17 45
279 278.886 278.884 CgH-"Br*'BrO -1.3 -4.7 45
277 276.885 276.886 CgH,"°Br,0 1.4 49 45
276 275.871 275.871 CgH BN -45 -16.3 6.5
274 273.870 273.869 CgH,"Br¥BrN -1.2 -45 6.5
272 271.870 271.871 CgH4°Br,N 13 49 6.5
226 225.969 225.969 CoH,SIBINO 0.3 1.4 6.5
224 223.971 223.971 CgH,BrNO 0.4 2.0 6.5
211 210.946 210.946 CgH,'BINO -0.1 -0.3 7
209 208.948 208.948 CgH,°BINO -33 -0.7 7
Tabelle 23: Elementare Zusammensetzung des Molekilions und wichtiger Fragmentionen von 82
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Das Massenspektrum lasst sich wie folgt interpretieren:

Ein im Molekll enthaltener Methoxy-Substituent wird durch Abspaltung einer Methylgruppe
(- CHs; M - 15) bzw. des vollstandigen Substituenten (- OCHgs; M - 31) identifiziert. Dieser
kann auch bis zur Offnung des aromatischen Ringes unter Bildung von m/z 260 (M - 43)

abgespalten werden. Das lon m/z 260 verliert daraufhin die zwei Bromatome unter Bildung

von m/z 181 und m/z 102.

Die Abspaltung von Brom aus dem Molekllion fuhrt zu m/z 224, das entweder eine

Methylgruppe zu m/z 209 oder erneut ein Bromatom unter Bildung von m/z 145 verlieren

kann.

Fur die Strukturaufklarung ist weiterhin die Beobachtung einer Cyanid-Abspaltung (M - 26)

zum lon m/z 277 mit der Zusammensetzung CgH-"°Br,O hilfreich.

Benzol

3.51
O/ -OCH3
3.51
Br Br
6.80
2*CH
6.80 2.27
NZ
g J
K
K K J
o

CH2
2.27

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

wwwwwww

72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 (ppm)

Abbildung 78: *H-NMR-Spektrum von 82 [500 MHz, Benzol-dg]. Verunreinigungen sind mit einem K ver-

sehen.
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Abbildung 79:  **C-PENDANT-Spektrum von 82 [100.6 MHz, Benzol-dg]. Die quartdren Kohlenstoffatome
mit den chemischen Verschiebungen 8¢ = 116.60 und 154.44 ppm sind dem HMBC-Spektrum
entnommen. Verunreinigungen sind mit einem K versehen.

Die NMR-Daten von 82 sind in Tabelle 24 wiedergegeben.

13 1
pos. |3 COBCH) e 1 J 11y 1 cosy HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [Hz]

1 12872 - | - | - - - -

2 |132.18] 680 [1H| s 6-H, 7-CH, |C-3,C-4,C-5, C-6,C-7 -

3 (11881 - | - | - - - -

4 (15444 - | - | - - . -

5 11881 - | - | - - - -

6 |132.18| 6.80 |1H| s 2-H,7-CH, |C-2,C-3,C-4,C-5,C-7 -

7 | 2139 | 227 |2H]| s 2-H, 6-H C-1,C-2, C-6,C-8 -

8 |11660| - | - | - - - -

9 | 6027 | 351 [3H]| s - C-4 2-H, 6-H

Tabelle 24: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome und Protonen in 82 [*H: 500 MHz bzw. C:

100.6 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im *H,*H-COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum
sind angegeben.
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Anhand des HM BC-Spektrums konnte die Struktur eindeutig aufgeklart werden.

2CH -OCHg CH,
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Abbildung 80:  Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von 82 [500 MHz, Benzol-dg]

Es handelt sich hierbei um ein symmetrisches Molekdl, das der Punktgruppe C,, angehért und
somit eine Spiegelebene (o) enthdlt, die gleichzeitig eine zweizéhlige Hauptdrehachse (Cy)
beinhaltet. Die Hauptdrehachse liegt in der Papierebene und die Spiegelebene senkrecht dazu
(siehe Strukturformel mit Kopplungen im HMBC-Spektrum in Abbildung 80). Diese Achse
verlauft durch die Kohlenstoffatome Cg-4, Cq-1 und auch durch die para-standigen
Methyoxy- bzw. den Acetonitril-Substituenten, deren Anordnung somit gleichzeitig festgel egt
werden kann.

Dadurch vereinfacht sich das Spektrum dahingehend, dass im *H-NMR-Spektrum das
Singulett mit der Verschiebung von oy = 6.80 ppm zwei nicht unterscheldbaren, meta-substi-
tuierten Protonen (2-H und 6-H) zuzuordnen ist. Gleichermal3en verhalten sich die dazuge-
horigen Kohlenstoffatome Cq4-2 und Cy4-6 mit identischer chemischer Verschiebung von
d¢ = 132.18 ppm. Zum Ausdruck kommt dies im HMBC-Spektrum (Kasten in Abbildung 80)
durch die *Jyc-Kopplung, die mit einer Kopplungskonstanten von ca. 166 Hz das Signa
aufspaltet. Die Fernkopplung zum jeweils aquivalenten Kohlenstoffatom (Cy-6 bzw. Cq-2) ist
as Kreuzsigna im Signalschwerpunkt sichtbar. Das Kreuzsignal bel 6c = 118.81 ppm
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entspricht der Kopplung dieser beiden Methinprotonen mit den chemisch aquivalenten,
quartaren Kohlenstoffatomen Cg-3 und Cy-5, welche die beiden Bromatome tragen.

Im Massenspektrum ist eine Abspaltung von Cyanid (M - 26) zu erkennen. Ob es sich hierbel
um eine Nitril- oder Isonitril-Gruppe handelt, lasst sich anhand der chemischen Verschiebung
des quartaren Kohlenstoffatoms C4-8 feststellen, das mit 8¢ = 116.60 ppm as Teil eines
terminalen Nitril-Fragmentes ausgemacht werden kann. Ein vergleichbares I sonitril kann aus-
geschlossen werden, da die chemische Verschiebung eines Isonitril-Kohlenstoffatoms bei
ca. 160 ppm liegen wirde.

Die Methylengruppe zeigt durch seine Kopplungen u. a. das Nitril-Kohlenstoffatom C4-8 und
das benachbarte Atom Cy-1. Die Methylgruppe ist mit 8¢ = 60.27 ppm eindeutig an einem
Sauerstoffatom gebunden und dieser Methoxy-Substituent befindet sich am Kohlenstoffatom
Cq4 (8¢ = 154.44 ppm). Durch Kopplungen von 7-CH, mit den aromatischen Protonen 2-H
und 6-H im *H,"H-COSY - bzw. NOESY -Spektrum kann die Position der Bromatome an C,-3
und Cq-5 festgelegt werden.

Es handelt sich bel 82 um 3,5-Dibrom-4-methoxyphenylacetonitril, dessen experimentell
ermittelte Daten auch zusédtzlich durch den Vergleich berechneter dc-Werte (Inkrement-

methode”) gestiitzt werden.

Pos. |8 (*C) gemessen (CgDg) |8 (**C) gemessen (CDCl3) |8 (**C) errechnet

[Ppm] [Ppm] [Ppm]
1 128.72 128.37 128.0
2 132.18 132.28 133.6
3 118.81 118.99 113.6
4 154.44 154.39 156.2
5 118.81 118.99 113.6
6 132.18 132.28 133.6
7 21.39 22.49 21.6
8 116.60 116.78 117.8
9 60.27 60.86 54.6

Tabelle 25: Vergleich der in Benzol-dg und Chloroform-d; gemessenen und durch die Inkrementmethode

errechneten chemischen V erschiebungen der Kohlenstoffatome von 82.

82 ist auch aus anderen verongiden Schwammen wie Verongia aurea® und Psammaplysilla
purpurea®®®” bekannt.

Mit der Kenntnis der Struktur der Hauptkomponente 82 lassen sich Strukturvorschlége fur
weitere, spektroskopisch unvollsténdig charakterisierte fllichtige Inhaltsstoffe (76 - 81, 83 und

84) in A. sulphurea machen.

* Zur Berechnung der theoretischen Signalverschiebungen wurde das Programm ChemDraw Ultra 8.0.3 aus
dem ChemOffice 2004-Paket herangezogen.
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6.3.2. Strukturvorschlag fur 76
Bel 76 handelt es sich um eine einfach bromierte Verbindung der Masse 199 g/mol und der

Zusammensetzung CgH;BrO mit 5 Doppel bindungséguivalenten (s. Tabelle 26).

gefundene | kalkulierte Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] Summenformel L
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente
200 199.962 199.966 CgH"BrO 3.6 17.9 5
198 197.967 197.968 CgH;""BrO 1.0 5.1 5
Tabelle 26: Elementare Zusammensetzung der | sotopenpeaks des Molekilions von 76
1001 |43
39
63 o 0
F 2
gg 1 O o
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Abbildung 81: Massenspektrum von 76 (El, 70 eV) mit der Zusammensetzung CgH,BrO.

Aus dem Molekillion erfolgt die Abspaltung eines Bromradikals zum lon m/z 119. Aus
diesem geht nach Abspaltung von CO und Umlagerung das Tropylium-Kation m/z 91 hervor.
Die Présenz des Tropyliumions m/z 91 1&sst auf eine aromatische Verbindung schlief3en. Das
funfte Doppel bindungsaquivalent muss demnach einem zusétzlichen Ring oder einer weiteren
Doppelbindung zugeordnet werden. Folglich kann es sich bei 76 entweder um ein Dihydro-
benzofuran, das das Sauerstoffatom im Funfring beinhaltet, oder um ein monobromiertes
Vinylphenol handeln. Anhand einer Bibliotheksrecherche konnte keine VVerbindung mit tber-
einstimmendem Massenspektrum, jedoch ein vergleichbares Spektrum fir ein mono-
chloriertes Dihydrobenzofuran (6-Chlor-2,3-dihydrobenzofuran (88)) gefunden werden.
Dieses scheint fur die Diskussion des vorliegenden Massenspektrums hilfreich (s. Abbildung
82).
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Abbildung 82: Literatur-Massenspektrum von 6-Chlor-2,3-dihydrobenzofuran (88) (El, 70 eV), das as Ver-

gleichsspektrum zur Identifizierung von 76 dient

Im Massenspektrum von 88 lassen sich &hnliche lonen und Fragmentierungen von 76 wieder-
finden. Aus dem Molekilion m/z 154 spaltet sich zum einen das Chloratom zum Dihydro-
benzofuran-Grundkdrper m/z 119 ab. Zum anderen verliert m/z 154 analog zu 76 en
Fragment mit der Masse 26 g/mol, wahrscheinlich aus dem anellierten Finfring, zum mono-
chlorierten Fragment m/z 128 (bei 76 der Verlust zu m/z 172). Im unteren Massenbereich
treten bel beiden Verbindungen praktisch keine Unterschiede im Fragmentierungsmuster auf
(m/z 119, 91, 89, 65, 63), so dass fir die Struktur 76 ein monobromiertes Dihydrobenzofuran

160

in Frage kommt. Die Position des Bromsubstituenten bleibt jedoch ungeklért.

91 91
119 172 119 128
Br Cl
76

88

Abbildung 83: Vergleich der Fragmentierungen von 76 und seines Chloranal ogons 88
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6.3.3. Strukturvorschlag fur 77

Br

OH

Br

Bei 77 handelt es sich um eine zweifach bromierte Substanz mit der Zu-

sammensetzung CgH4Br,O und vier Doppel bindungsaquivalenten (s. Tabelle

27), das durch Vergleich mit MS-Literaturdaten als 2,6-Dibromphenol identi-

fiziert werden konnte.

gefundene | kalkulierte Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] Summenformel e
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente
254 253.857 253.859 C6H4818r20 1.8 7.2 4
252 251.861 251.861 CeH'Br®BrO 0.1 0.5 4
250 249.864 249.863 CeH.""Br,0 -15 -6.0 4
Tabelle 27: Hochaufgel 6ste Daten des Molekiilions von 77

6.3.4. Strukturvorschlag fur 78

o Mit 2,6-Dibrom-4-methylanisol wird fir die Verbindung 78, welche die
B ®" Zusammensetzung CgHsBrO aufweist (s. Tabelle 28), durch Vergleich mit
Literaturspektren ein plausibler Strukturvorschlag gemacht.
[miz] gefundene | kalkulierte summenformel Abweichung | Abweichung Doppel_blndungs—
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente

282 281.891 281.890 CgHg"'Br,0 -0.7 -25 4

280 279.893 279.892 CgHs"BrBrO -0.6 -2.1 4

278 277.895 277.894 CgHs°Br,O -1.0 -3.7 4
Tabelle 28: Hochaufgel 6ste Daten des Molekilions von 78

6.3.5. Strukturvorschlag fur 79

Da das Massenspektrum von 79 mit dem von 76 nahezu identisch ist und sich von 76 nur um
ein zusétzliches Bromatom bel gleicher Anzahl von Doppel bindungsaqui-
Brz‘@\? valenten unterscheidet, wird fur 76 ein Dibromdihydrobenzofuran vorge-

schlagen, dessen Substitutionsmuster nicht genau bestimmt werden kann.

gefundene | kalkulierte Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] Summenformel I
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente
280 279.872 279.874 CgHg>'Br,0 2.3 8.2 5
278 277.878 277.876 CgHg°Br*BrO -1.1 -3.9 5
276 275.877 275.879 CgHg""Br,0 1.9 6.8 5
Tabelle 29: Hochaufgel 6ste Daten des Molekilions von 79
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6.3.6. Strukturvorschlag fur 80

Br

Bei 80 handelt es sich um die einzige fllchtige Substanz, welche drei Brom-
Br atome enthdt. Ihre Zusammensetzung wurde zu CgH3BrsO (s. Tabelle 30)

bestimmt. Es handelt sich um 2,4,6-Tribromphenol, das anhand von Ver-

Br gleichsspektren zugeordnet wurde.
[miz] gefundene | kalkulierte summenformel Abweichung | Abweichung DoE)pe!blndungs—
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente
332 (M*+4) | 331769 331.769 | CeHs"Br®Br,0 -0.1 -0.2 4
330 (M*+2) | 329.768 329.771 CeH3"Br,'BrO 2.9 8.9 4
Tabelle 30: Hochaufgel 6ste Daten zweier | sotopenpeaks des Mol ekiilions von 80

6.3.7. Strukturvorschlag fur 81

Die Hochaufldsung von 81 zeigt, dass es sich hierbei um eine monobromierte Verbindung mit

o einem Stickstoffatom handelt, welches die ungerade Masse des Molektlions
Br m/z 225 widerspiegelt. Die Zusammensetzung konnte zu CoHgBrNO bestimmt
werden (s. Tabelle 31). Anhand von Vergleichsdaten wurde 3-Brom-4-
CHaCN methoxyphenylacetonitril as Struktur zugeordnet.
[miz] gefundene | kalkulierte summenformel Abweichung | Abweichung Doppel_blndungs—
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente
227 226.974 226.977 CoHg 'BrNO 2.8 12.1 6
225 224.984 224.979 CoHs"BrNO -5.4 -24.2 6
210 209.951 209.9554 CgHs " BrNO 4.8 22.8 6.5
146 146.061 146.061 CoHgNO -0.2 -1.7 6.5
Tabelle 31: Hochaufgel dste Daten des Molekilions von 81 und weiterer lonen

81 ist wie 82 in verschiedenen verongiden Schwammen enthalten, so z. B. in Psammaplysilla

purpurea®?® Verongia aurea® und Pseudoceratina crassa®®.

6.3.8. Strukturvorschlag fur 83

83 ist um 14 g/mol leichter a's die Hauptkomponente 82 und weist die Zusammensetzung

Br

97

OH
Br

CgHsBroNO auf (s. Tabelle 32). Weiterhin fehlt bei dieser Substanz im
Massenspektrum die relativ intensive Abspaltung einer Methylgruppe

(M - 15) bzw. die auf eine Methoxygruppe hindeutende Fragmentierung

CH,CN

(Abspaltung von CO unter Ringdffnung (M - 43)). Es kann sich bei 83 somit




nur um das freie Phenol 3,5-Dibrom-4-hydroxyphenylacetonitril handeln. Unterstitzt wird

dieser Vorschlag auch durch die im Vergleich zu 82 spatere Elutionszeit im Gaschromato-

gramm.
[miz] gefundene | kalkulierte summenformel Abweichung | Abweichung Doppel_blndungs—
Masse Masse [mDa] [ppm] aquivalente

293 292.873 292.870 CgHs>Br,NO -3.0 -10.3 6

291 290.871 290.872 | CgHsBr**BrNO 0.8 2.6 6

289 288.875 288.874 CgHs°Br,NO -1.2 -4.0 6

212 211.951 211.953 C8H57gBrNO 2.5 11.9 6.5

210 209.955 209.955 CgHsngrNO 0.9 4.3 6.5
Tabelle 32: Hochaufgel 6ste Daten des Molekilions von 83 und weiterer lonen

Auch das 3,5-Dibrom-4-hydroxyphenylacetonitril ist wie 81 und 82 in Verongia aurea

enthalten.®

6.3.9. Strukturvorschlag fir 84

Der Dichlormethanextrakt enthdlt die zweifach bromierte Verbindung 84, welche die

Zusammensetzung CoHoBroNO, mit 5 Doppel bindungsaquivalenten (s. Tabelle 33) aufweist.
Das Massenspektrum ist in Abbildung 84 abgebildet.
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Abbildung 84: Massenspektrum von 84 (El, 70 eV)
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Tabelle 33 enthdlt die wichtigsten Zusammensetzungen der Fragmentionen von 84.
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gefundene | kalkulierte Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] M Summenformel P
asse Masse [mDa] [ppm] aquivalente

325 324.986 324.986 CoHo'Br,NO, -05 -15 5

323 322.898 322.898 CoHo"BreBrNO, 0.2 0.7 5

321 320.905 320.900 CoHo°Br,NO, -47 -148 5

281 280.881 280.882 CgH-"'Br,0 13 45 45

279 278.884 278.884 CgH-Br¥'BrO 0.8 2.9 45

277 276.886 276.886 CgH,Br,O 0.5 19 45

267 266.867 266.867 C;H"Br,0 -05 -1.9 45

265 264.870 264.870 C,Hs""Br'BrO -1.2 -45 45

263 262.872 262.871 C;Hs"°Br,0 -0.9 -34 45

44 44014 44014 CH,NO 0 0 15
Tabelle 33: Hochaufgel 6ste Daten von 84 und weiterer lonen

Die Bildung des zweifach bromierten lons m/z 279 aus dem Molekulion m/z 323 entspricht
der Abspaltung eines CH,NO-Fragmentes (M - 44; s. Abbildung 84). Zusdétzlich spaltet sich
aus dem Molekilion ein Teilchen mit der Zusammensetzung C,H4sNO (M - 58) unter Bildung
von m/z 265 ab. Auf Grund dieser Fragmentierungen kann eindeutig auf einen Acetamid-
Substituenten geschlossen werden. Bei dem verblelbenden Molekulfragment dirfte es sich bei
einer Zusammensetzung von C;HsBr,O wieder um 2,6-Dibromanisol handeln, so dass es sich
bei 84 um das literaturbekannte 3,5-Dibrom-4-methoxyphenylacetamid handeln muss. Dieses

ist bereits aus Pseudoceratina sp.2° und Verongia aurea® bekannt.

6.4. Polare Komponenten im n-Butanolextrakt

Der n-Butanolextrakt von A. sulphurea war im Vergleich zu den zwei anderen im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Schwammarten &ul3erst reich an Sekundarmetaboliten. Einerseits
fiel dies quantitativ durch den nach der Extraktion und anschlief?ender Entfernung des
Losungsmittels erhaltenen tiefgelben Rickstand auf. Andererseits konnte bereits durch
massenspektrometrische Untersuchungen (Elektrospray- / APC-lonisation mit gekoppelter
Sektorfeld-lonenfallen-MS-MS-Kopplung) des Gesamtextraktes festgestellt werden, dass in
diesem polaren Extrakt eine Reithe mono- und dibromierter Verbindungen enthalten waren (s.
Abbildung 85; Erlauterung der Isotopenmuster bromhaltiger Verbindungen: s. Kapitel 6.3.,
Seite 88), so dass in diesem Schwamm neben einer Vielzahl fllchtiger auch polare bromierte

V erbindungen nachgewiesen wurden.
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6.4.1. ESI-MS Untersuchungen
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Abbildung 85: Positiv ESI-MS des eingeengten n-Butanolextraktes. Abgebildet ist der Massenbereich
m/z 100 bis 1100.

Dominiert wird das positiv ESI-Massenspektrum im Bereich von 100 bis 1100 g/mol von
einer zweifach bromierten Substanz 89 mit dem Pseudomolekiilion [M+H]" = 474/476/478,
welche an ihrem I sotopenmuster zu erkennen ist. Durch hochaufl 6sende M assenspektrometrie
kann festgestellt werden, dass es sich um ein einfach protoniertes Molekilion handelt. Die
Zusammensetzung des neutralen Moleklls ist demnach CisH17BroNsOs mit 9 Doppelbin-
dungsaquivalenten (s. Tabelle 34).

m/z gefundene | Stabw. Summenformel DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. Summenformel DBA
Masse | [ppm] [M+H]" [M+H]"| [M+H]" |[ppm] | [mDa] [M7] [M"]
474 | 4739768 | 1.09 CisHig " BroNsO5 8.5 4739776 | -14 | -0.7 CisH17"°Br,NsOq 9
476 | 4759758 | 1.14 | CisHiBr¥BrNsO; | 85 4759756 | -3.0 | -1.4 | CisH;Br¥BrNsO; | 9
478 | 477.9743 | 085 CisH1s>Br,NsO; 85 4779735 | -22 | -11 CisH17 2 Br,NsOs 9
Tabelle 34: Durch hochauflésende Massenspektrometrie ermittelte Zusammensetzungen der Pseudo-

molekiilionen von 89

Bisher ist nur eine Verbindung mit dieser Zusammensetzung bekannt. Hierbel handelt es sich
um das sog. lanthellin aus lanthella ardis® und Pseudoceratina crassa®. Fir Pseudoceratina
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crassa werden auch die Bezeichnungen lanthella ardis, lanthella ianthella oder Aiolochroia

crassa verwendet.
Br
_o NIOH
Br H\/Y\NH
o) HN\<
89: lanthellin NH

Abbildung 86: Das mit der Summenformel C;sH17BroNsOs aus lanthella ardis bekannte lanthellin (89), als
madgliche Hauptkomponente von A. sulphurea.

In der VergrofRerung zeigen sich im Massenbereich des ESI-Massenspektrums bis 465 g/mol
anhand ihrer Pseudomolekiilionen finf mono- ([M+H]" = 199, 258, 315, 381 und 396 g/mol
(90 - 94)) und zwei dibromierte Substanzen ([M+H]" = 336 und 460 g/mol (95 und 96)).
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Abbildung 87: VergroRertes positiv ESI-Massenspektrum des n-Butanolextraktes im Bereich von 100 bis
465 g/mol

101



Von der monobromierten Verbindung 94 mit der Masse [M+H]" = 396/398, konnte ebenfalls

eine ESI-Hochauflésung mit der Summenformel C;5H1sBrNsO3 erhalten werden.

gefundene | Stabw. | Summenformel | DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. | Summenformel | DBA

M2 “Masse |[ppm]| [M+H]"  |[M+H]'| [M+H]* |[ppm] |[mDa] [M'] [M']

396 | 396.0652 | 1.68 | CisHis"BrNsOs| 85 396.0671 4.9 19 |[CisHis™BrNsOs | 9

3098 | 398.0637 | 1.05 [CisHio BrNsOs| 85 398.0651 3.5 14 [CisHis*'BrNsOs| 9

Tabelle 35: Zusammensetzung der monobromierten V erbindung 94

Eine Verbindung mit dieser Zusammensetzung ist in der Literatur bislang nicht bekannt.
Die Zusammensetzungen von 90 - 93 sowie 95 und 96 konnten im ESI-MS nicht bestimmt

werden.

Im hoheren Massenbereich bis 700 g/mol sind ausschliefdlich dibromierte Verbindungen
anzutreffen ((M+H]" = 490, 508, 546, 564, 620, 638, 669, 682, 747 (97 - 105)), wobei die

Zusammensetzung von 97 Uber hochaufgelGste Massenspektrometrie bestimmt werden

konnte.
1003 1402
97
9
C15H18BroNs04

A
~ ~
?
106
951
949 953
624 ?
’ 107
2 2 2 105 108
102 103 104 o l%55 ?
%or 109

640 671684 1041
749 871 985 10391043
LN N N B N B B BN B B "T Tt T T Tt T T T T T T

500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 m/z 1100

Abbildung 88: VergroRertes positiv ESI-Massenspektrum des n-Butanolextraktes im Bereich von 485 bis
1100 g/mol, das protonierte Addukte im Bereich von m/z 940 bis 1050 (106 - 109) als quasi-
vierfach bromierte Verbindungen zeigt
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Bel den vier im ESI-Massenspektrum oberhalb von 945 g/mol auftretenden Peaks (106 - 109)
handelt es sich protonierte Dimere, u. a. von 89, die keine zusétzlichen Inhaltsstoffe, sondern
Artefakte der lonisierungsmethode darstellen. Im positiven ESI-Modus kénnen Molekile in
einfach bzw. mehrfach protonierter Form vorliegen ((M+nH]™). Zusatzlich zum protonierten
Molekllion kdnnen daneben auch gleichzeitig Natrium- oder Kalium-Addukte auftreten
(IM+Na]™ / [M+K]".

So deutet z. B. der Cluster m/z 947/949/951/953/955 im | sotopenverhdtnis 1:2:3:2:1 auf eine
vierfach bromierte Verbindung hin. Es handelt sich aber hierbei um das protonierte Dimer
von 89 ([2M+H]™).

97 ([M+H]" = 490) ist im Gegensatz zu 89 um 16 g/mol schwerer und weist die Zusammen-
setzung CysH17BroNsO4 auf (s. Tabelle 36).

gefundene | Stabw. Summenformel DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. Summenformel DBA
m/z | Masse [ppm] [M+H]" [M+H]" | [M+H]" | [ppm] |[mDa] [M] [M]
490 | 489.9722 | 1.45 CisH15"BroNsO, 8.5 489.9726 0.7 0.4 CisH17°BroNsO, 9
492 | 491.9704 | 154 | CisHisBr®BrNsO, 85 491.9705 0.2 0.1 | CisHi"Br¥BrNsO, | 9
494 | 4939685 | 0.73 CisH18BroNsO, 85 4939685 | -0.1 | 0.0 CisH177BroNsO, 9
Tabelle 36: Zusammensetzung der monobromierten Verbindung 97

In der Literatur sind drei Alkaloide mit dieser elementaren Zusammensetzung beschrieben. Es
handelt sich dabei um Purealidin J (110), Purealidin M (111) und Pseudoceratinin A (112),
welches ein Diastereomer von 110 ist. Die beiden erstgenannten Verbindungen sind aus

Psammaplysilla purea® und 112 aus Pseudoceratina verrucosa® isoliert worden.
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110: Purealidin J 111: Purealidin M 112: Pseudoceratinin A

Abbildung 89: Die fir die Summenformel CysH1,Br.NsO4 literaturbekannten Verbindungen (110 - 112)
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6.4.2. APCI-MS Untersuchungen

Zusétzlich zum positiv ESI-MS wurde der Extrakt im positiv. APCI-Modus vermessen.
Aufgrund der unterschiedlichen lonisationsmethoden tritt im Vergleich zur Elektrospray-
lonisation durch APC-lonisation die Adduktbildung im héheren Massenbereich nicht auf, so
dassim vorliegenden Fall nur Substanzen bis zu einer Masse von 600 g/mol detektiert wurden
(s. Abbildung 90 und die VergrofRerungen in Abbildung 91 und Abbildung 92).
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Abbildung 90: Positiv APCI-Massenspektrum des eingeengten n-Butanolextraktes im Massenbereich von 100
bis 600 g/mal.

Dominiert wird auch dieses Spektrum durch das zweifach bromierte Alkaloid 89 mit der
Zusammensetzung CisH17BroNsOs, welches anhand seines Isotopenclusters [M+H]" =
474/476/478 im Verhdltnis 1:2:1, zu erkennen ist. Die Zusammensetzung der Verbindung

konnte auch im positiven ESI-Modus bestimmt werden.

m/z gefundene | Stabw. Summenformel DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. Summenformel DBA
Masse [ppm] [M+H]* [M+H]* [M+HT [ppm] | [mDa] [M™] [M™]

474 | 473.9771 1.67 CisH1g 'BroNsO5 8.5 477.9735 -16 | -08 CisH17"°Br,NsOs 9

476 | 475.9757 0.85 | CisHis"Br¥BrNsO; 8.5 475.9756 -02 | -01 | CisHi7"Br¥BrN:O; | 9

478 | 477.9743 1.08 CisH1gBr,NsO5 8.5 473.9776 11 0.5 CisH175Br,NsO5 9
Tabelle 37: Elementare Zusammensetzung der Uber pos. APCI-M S bestimmten Komponente 89
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Abbildung 91: VergroRertes positiv APCI-Massenspektrum des n-Butanolextraktes im Bereich von 100 bis
470 g/mol

Im Massenbereich von 100 bis 470 g/mol (s. Abbildung 91) sind finf bromierte Substanzen
zu erkennen, von denen vier einfach (90, 93, 94, 113, 116) und eine zweifach halogeniert
vorliegen (116). In den vergroferten Ausschnitten sind die Molekllionen und die dazuge-
hoérigen, durch hochauflésende APCI-MS-Messungen bestimmten Summenformeln, gekenn-
zeichnet.

Zunachst kann die einfach bromierte Verbindung 90 mit den Pseudomolekilionen
[M+H]" = 199/201 zu CgH;BrO bestimmt werden. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um
das bereits im Dichlormethanextrakt as flichtige Komponente behandelte monobromierte

Dihydrobenzofuran 76.

m/z | gefundene | Stabw. | Summenformel DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. | Summenformel | DBA
Masse | [ppm] [M+H]" [M+H]" | [M+H]" | [ppm] | [mDa] [M] [M7]
199 | 198.9756 | 137 CgHs”BrO 45 198.9759 1.3 0.3 CgH;”Bro 5
201 2009738 | 152 CgHg” BrO 45 200.9738 0.0 0.0 CgH;'Bro 5
Tabelle 38: Atomare Zusammensetzung der | sotopenpeaks von 90
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Der lonen-Cluster 113 ([M+H]" = 260/262) zeigt eine monobromierte Verbindung, deren
elementare Zusammensetzung sich aus CgH10BrNO3; mit 5 Doppel bindungsaguivalenten
zusammensetzt. Als moglichen Strukturvorschlag kommt hier das bei der Biosynthese der
Dibromtyrosinalkaloide als Precursor auftretende (S)-3-Bromtyrosin (113) in Frage.

m/z | 9efundene | Stabw. | Summenformel DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. | Summenformel | DBA
Masse | [ppm] [M+H]" [M+H]" | [M+H]" [ppm] | [mDa] [M] [M]
260 | 259.9920 | 1.82 CoH11°BrNO, 45 259.9922 0.9 0.2 CoH10"°BrNO; 5
262 | 261.9899 | 1.38 CoH 1" BrNO; 45 261.9902 1.1 0.3 CoH10>"BrNO; 5
Tabelle 39: Atomare Zusammensetzung der | sotopenpeaks von 113

Mit 9 Doppelbindungsaquivalenten und der Summenformel CisHi7BrN4Os; kann fur die
Substanz 93 ([M+H]" = 381/383) ebenfalls ein Strukturvorschlag gemacht werden. Es handelt
sich dabei moglicherweise um das aus Pseudoceratina crassa®™ und Verongula gigantea®

bekannte Verongamin (93).

m/z gefundene | Stabw. | Summenformel DBA kalk. Masse | Abw. | Abw. | Summenformel | DBA
Masse | [ppm] [M+H]" [M+H]" | [M+H]" | [ppm] | [mDa] [M'] [M']
381 | 381.0562 0.9 CisH15BrN,O5 8.5 381.0562 0.1 0.0 CisH17"BrN,O; 9
383| 383.0549 | 1.67 | CisHig BrN,Os 8.5 383.0542 -19 | -07 | CsHi"BrN,Os | 9
Tabelle 40: Atomare Zusammensetzung der | sotopenpeaks von 93

Die im positiven APCI-MS detektierte Verbindung mit dem dibromierten Pseudomol ekdil-
ionencluster 116 ([M+H]" = 459/461/463) weist die Zusammensetzung Ci5H16Br,N4Os mit 9
Doppelbindungsaquivalenten auf, die sich von 93 um ein zustzliches Bromatom unter-
scheidet. Als Struktur ist das ebenfalls literaturbekannte 5-Bromverongamin (116) aus

Pseudoceratina sp.* wahrscheinlich.

m/z gefundene | Stabw. Summenformel DBA kalk. Masse | Abw. | Abw. Summenformel DBA
Masse [ppm] [M+H]" [M+H]" [M+H]" [ppm] | [mDa] [M] [M]
459 | 458.9642 1.09 CisH17”Br,N,O5 85 458.9667 55 25 CisH16"Br,N,O5 9
461 | 460.9645 1.02 | CisHy7"BrBrN,O; 8.5 460.9647 0.4 0.2 | CisHis™BrBrN,O; | 9
463 | 462.9646 1.3 CisH177Br,N,O4 8.5 462.9626 -42 | -20 CisH16BroN4O5 9
Tabelle 41: Atomare Zusammensetzung der |sotopenpeaks von 116
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Eine bisher nicht in der Literatur bekannte Verbindung ist die monobromierte Komponente 94
mit den Pseudomolekillionen [M+H]" =
Ci5H18BrNsO3z und ist 15 g/mol leichter als 93. Sie unterscheidet sich von 93 um eine NH-

396/398. Sie besitzt die Summenformel

Einheit.
m/ | gefundene | Stabw. | Summenformel DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. | Summenformel | DBA
Masse | [ppm] [M+H]" [M+H]" | [M+H]" | [ppm] | [mDa] [M7] [M7]
396 | 396.0670 | 1.33 | CisHio"BrNsOs 8.5 296.0671 0.3 01 | CisHis™BrNsOs | 9
398 | 398.0651 | 1.78 | CisHio 'BrNsOs 8.5 398.0651 | -0.1 00 | CisHig™BINsOs | 9
Tabelle 42: Elementare Zusammensetzung der | sotopenpeaks von 94
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Abbildung 92:  VergroRertes positiv APCI-Massenspektrum des n-Butanolextraktes im Bereich von 482 bis
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Die bereits im positiv ESI-MS bestimmte Zusammensetzung fir die dibromierte Verbindung
[M+H]" = 490/492/494 konnte im positiv APCI-MS verifiziert werden. Es liegen mit
Purealidin J 110, Purealidin M 111 und Pseudoceratinin A 112 drei Strukturvorschlége vor.

m/z gefundene | Stabw.| Summenformel DBA | kalk. Masse | Abw. | Abw. Summenformel DBA
Masse | [ppm] [M+H]" [M+H]"| [M+H]" |[ppm] |[mDa] [M] [M]
490 | 489.9743 | 171 CisH15""BroNsO,4 8.5 4939685 | -17 | -0.8 CisH17"°BroNsO,4 9
492 | 491.9716 | 2.34 | CisHisBr¥BrN;O,| 85 491.9705 3.2 16 | CisHi7Br¥BrNsO, | 9
494 | 493.9693 | 1.26 CisH1s" BroNsO, 85 4899726 | -36 | -1.7 CisH17Bro,NsO,4 9
Tabelle 43: Atomare Zusammensetzung der |sotopenpeaks von 97

Be 117 handelt es sich um das Natrium-Addukt von 89 sowie bei 118 und 119 um die

Natrium- bzw. Kalium-Addukte von 97. Die Summenformel von 99 konnte nicht bestimmt

werden.
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6.4.3. Isolierung und Identifizierung der Hauptkomponente des n-Butanol-
extraktes

Der durch das Standard-Extraktionsverfahren erhaltene n-Butanolextrakt wurde vollsténdig
eingeengt und an Sephadex LH-20 (Eluent: 100 % Methanol) chromatographiert. In
Abbildung 93 ist das Chromatogramm dieser Fraktionierung als Konturdiagramm (DAD-
Detektor: Wellenlangenbereich von 210 - 500 nm) dargestellt. Der Extrakt wurde in 7
Fraktionen aufgetrennt (s. Tabelle 44 und Abbildung 93):

Fraktion | Retentionszeit [Min]
18-42
42 - 67
67-78
78-96

96 - 108

108 - 122

122 - 140

N0~ WIN|F

Tabelle 44: Bel der Fraktionierung des n-Butanolextraktes an Sephadex LH-20 wurden 7 Fraktionen
erhalten.

1 | o
90 100 110 120 130 min

Abbildung 93: DAD-Konturdiagramm des Wellenléngenbereiches von 210 - 500 nm im Retentionsbereich
von 0 - 140 Minuten. Es wurden sieben Fraktionen erhalten.

Diese sieben Fraktionen wurden anschlief3end erneut im positiven ESI-M S-Modus vermessen,
um digjenigen Fraktionen zu identifizieren, welche die gesuchten, bromierten Alkaloide
enthielten. Neben 89, das sowohl im ESI-MS a's auch im APCI-MS des Gesamtextraktes als
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dominantes Pseudomolekilion auftrat, konnten in Fraktion 2 alle weiteren mono- und
dibromierten Alkal oide angereichert werden.

In folgenden Schritten wurde diese Uber Sephadex erhaltene Fraktion 2 mittels Reversed-
Phase-HPLC untersucht. Nach verschiedenen Voruntersuchungen wurde eine RP-18-Phase
gewdhlt, an der der Extrakt mit einem L6ésungsmittelgradienten (Methanol/Wasser 10:90 —
Methanol, gepuffert mit 0.1 % Trifluoressigsaure (TFA)) fraktioniert wurde.

o
Br. Br
100 33.12
o~
N Br Br
90 o~ ™OH
Br
0% SNH
80
N
*OH
N"l
70 OH HNT X O NH
07 > NH \=n
60 116 33.29
5 a9 [M+H]* =459 i AN
' C15H16BroN4O3 }—N
50 HNT N wNo o H
N
HN 89
30.91
40 o4 [M+H]* = 474
C15H17BroNs0
[M+H]* = 396 ° >3
30 C15H18BrN503
20 3.36 23.09
2.94 16.88
g 19.35
10 21.30(| 23.68
2% 20z
| L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 rt (Min) 50

Abbildung 94: HPLC-APCI-MS-Lauf der Sephadex-Fraktion 2. Markiert sind die Peaks, die bromierte
Alkaloide enthielten. HPLC-Saule: LiChrospher® 100 RP-18e (5 um) 250 mm x 4 mm;
L 6sungsmittelgradient: 0-5 Minuten 100 % Wasser (+ 0.1 % TFA), 5-35 Minuten Gradient auf
100 % Methanol, 35-50 Minuten Methanol (+ 0.1 % TFA)

Das Chromatogramm in Abbildung 94 zeigt, dass Fraktion 2 ein Gemisch mehrerer
bromierter Verbindungen (89, 94, 116) darstellt. Esist zu erkennen, dass die gewéhlte HPL C-
Methode eine gute Trennung garantiert. Dies war Anlass, die Reingewinnung der
Komponenten mittels préparativer HPLC anzustreben. Hierbei wurde die in Abbildung 95

dargestellte Fraktionierung in 10 Fraktionen vorgenommen.

110



1 2 345 6 7 8 9 10

Lkﬂkﬂ 1 N\U‘ ;ka\mﬁ (

rt (Min) 33

l i
L_ﬁk

Abbildung 95: HPLC-Fraktionierung der an Sephadex LH-20 erhatenen Fraktion 2. HPLC-Saule:
Phenomenex, Kromasil® 5 Cyg (5 um) , Lange: 250 x 21.2 mm 4 mm; Lésungsmittelgradient:
0-30 Minuten Methanol/Wasser (+ 0.1 % TFA). Gezeigt ist das Chromatogramm von 0O bis 33
Minuten bel einer voreingestellten Wellenlénge von 265 nm.

Die Inhaltsstoffe der Fraktionen 8 bis 10 zeigen alle dhnliche UV-Spektren (UV-Maxima bel
265 und 287 nm). Dies deutet darauf hin, dass diese Verbindungen ein gemeinsames
Chromophor enthalten, so dass man die Signalintensitdt der UV-Spur bel 265 nm in Relation
zur enthaltenen Substanzmenge setzen kann.

Vor diesem Hintergrund wurde die Substanz in der HPLC-Fraktion 9 als Hauptkomponente
fir NMR-spektroskopische Untersuchungen isoliert. Die dbrigen Verbindungen in den
Fraktionen 8 und 10 wurden ausschliefdich mittels ESI- / APCI-MS untersucht. Strukturvor-
schlage wurden anhand der Hochauflésungsdaten gemacht.

Im Folgenden wird die Strukturaufklarung der Hauptkomponente aus Fraktion 9 anhand von

ein- und zweidimensionalen NM R-Untersuchungen vorgenommen.
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6.4.4. NMR-Diskussion der Hauptkomponente (89)
Fraktion 9 enthdt als Reinsubstanz das dibromierte Alkaloid 89 mit der Zusammensetzung

Ci15H17BraNsO3 und wird im Folgenden anhand seiner ein- und zweidimensionalen NMR-
Spektren, gemessen in DMSO-ds und Methanol-d4, sowie Vergleich mit Literaturdaten
eindeutig als das bereits postulierte lanthellin (89) identifiziert.

3.57
60.43
CHs

3.38
7.45 HO | 37.36

CH,
'[' 24.47

12.06 N
CH.
NH \ N 3.76 2
1l O--H 6.57 27.95
c N ~o \ |
PN 8.16 109.28 CH, /
u—” CH \
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261

_
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Abbildung 96:  *H-NMR-Spektrum von 89 [500 MHz, DMSO-dg]. Protonen, die mit Methanol-d, als NMR-
Ldsungsmittel austauschen, sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Im Protonenspektrum der in DMSO-ds vermessenen Hauptkomponente kdonnen ale 17
Protonen durch Korrelation mit dem HMQC-Spektrum zugeordnet werden. Es sind drei
Methylengruppen bei 64 = 2.61, 3.38 und 3.76 ppm und eine Methylgruppe bel 64 = 3.57 ppm
zu erkennen. Zwei Methylengruppen spalten jeweils zum Triplett auf, wobei die Gruppe bei
oy = 3.38 ppm unter dem Wasser-Signal des NMR-L6sungsmittels liegt. Die dritte CH-
Gruppe liegt unterhalb des Methylgruppen-Signals (64 = 3.57 / ¢ = 60.43 ppm). Diese
Methylgruppe kann durch ihr zugehdriges Kohlenstoffatom mit einer Verschiebung von
Oy = 60.43 ppm als Sauerstoff gebundene Methylgruppe (Methoxy-Substituent) identifiziert
werden. Anhand des *H,*H-NMR-Spektrums kénnen zwei Methylengruppen (54 = 2.61 und

3.38 ppm) als benachbarte Gruppen identifiziert werden. Im olefinischen bzw. aromatischen
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Bereich des Spektrums sind zwei Singuletts bel 6y = 6.57 ppm (ein Proton) und

Oy = 7.44 ppm (zwei Protonen) erkennbar.

3.80
61.02
CHg

H.0

7.46
134.42
2+CH 3.82
28.76
CH,

347
6.50 38.91 K 270

110.64 CH, 2577
CH,

CH

1 D

7.6 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 ppm

Methanol

Abbildung 97: 'H-NMR-Spektrum von 89 [500 MHz, Methanol-d,]. Aufgrund der Anwesenheit acider
Protonen, die mit dem NMR-Lésungsmittel austauschen, sind im Vergleich zum *H-NMR-
Spektrum in DM SO-dg weniger Signale zu erkennen.

Vergleicht man die *H-NMR-Spektren, die in DMSO-dg bzw. Methanol-d,; aufgenommen
wurden, sind weitere, acide Protonen, die mit Methanol als NMR-Ldsungsmittel austauschen,
erkennbar. Ferner konnen Uber die Protonen anhand ihrer charakteristischen chemischen
Verschiebungen, Aussagen Uber deren Bindungsstruktur gemacht werden. Bei sehr tiefem
Feld (6 = 12.06 ppm) ist ein Imin-Proton und von ca. 6y = 11.5 bis 12.6 ppm ein Oxim-
Proton zu erkennen, das aufgrund der a-sténdigen Carbonylgruppe starke Wasserstoff-
briickenbindungen ausbildet und somit nur as sehr breites Signal Uber einem Bereich von
1 ppm erscheint. Daneben sind mit dyy = 8.16 ppm eine amidische NH-Gruppe und bei

OnH = 7.45 ppm zwei weitere NH-Protonen zu erkennen.
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Abbildung 98: *C-PENDANT-Spektrum von 89 [100.6 MHz, DM SO-dg]

Durch ESI-Hochauflosung wurde festgestellt, dass diese Verbindung 9 Doppel bindungs-
aquivalente enthélt. Bei genauerer Analyse des HMBC-Spektrums, unter Zuhilfenahme der
3C-NMR-Daten, ist analog zum 3,5-Dibrom-4-methoxyphenylacetonitril ein tetrasub-
stituierter Aromat mit C,,-Symmetrie enthaten (zwei meta-standige, aromatische Protonen).
Dabel handelt es sich wahrscheinlich wiederum um einen 3,5-Dibrom-4-methoxyphenyl-Rest.
Zusétzlich ist eine olefinische Doppelbindung, bestehend aus einem tertidren und einem
quartaren Kohlenstoffatom (8cq = 109.28 und 6cq = 124.37 ppm), erkennbar. Das bei
dc = 151.00 ppm charakteristisch als Imin erscheinende, quartére Kohlenstoffatom ist
Bestandteil eines N,N’-substituierten Guanidin-Restes™"* und bildet mit der zuvor
erwahnten Doppelbindung einen Iminoimidazolidin-Ring. Eine Carbonylgruppe (8cq =
163.23 ppm) und ein als Oxim gebundenes, quartares Kohlenstoffatom (dcq = 151.81 ppm),
koénnen aufgrund starker Wasserstoffbrickenbindungen a's benachbart angesehen werden.

Die 9 Doppelbindungsaquivalente entfallen dementsprechend auf 2 Ringe und 7 Doppel-
bindungen. Eine ausfihrliche Diskussion der Strukturaufkldrung erfolgt anhand zwei-
dimensionaler NM R-Spektren.
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In Tabelle 45 und Tabelle 46 sind die jeweils in DMSO-ds und MeOH-d, gemessenen

chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome und Protonen wiedergegeben. Zusétzlich

sind die fir die Strukturaufklarung immanenten *H,*H-, HMBC- und NOESY -Kopplungen

abgebildet.
13, 1
Pos.  B(°C) 8(H) | ¢ J IH,'H-COSY HMBC NOESY
[ppm]| [ppm] [Hz]
1 |147.14) - - - - - -
2 [132.93 7.44 1H s 7-CH, C-2,C-3,C-4,C-5,C-6,C-7 13-CH,4
3 |13637] - - - - - -
4 11716 - - - - - -
5 |136.37 - - - - - -
6 [132.93 7.44 1H s 7-CH, C-2,C-3,C-4,C-5,C-6,C-7 13-CH,4
7 27.95| 3.76 2H m 2-H, 6-H C-8,C-9 -
8 |151.81 - - - - - -
9 |16323 - - - - - -
11 |37.36| 338 2H m 10-NH, 12-CH,, 5'-H C-9,C-12,C-1’ 5-H
12 |2447| 261 2H [t,);,=J,=69 11-CH, C-11,C1,C5 10-NH, 5'-H
13 |6043| 357 3H s - C-2,C-3,C-5,C6 2-H, 6-H
1 12437 - - - - - -
3  |151.000 - - - - - -
5  |109.28] 6.57 1H s 11-CH,, 2'-NH, 4 -NH C-1 11-CH,, 12-CH,
10-NH | - 8.16 NH [t,J;=J,=60 11-CH, C-9,C-11 12-CH,
2-NH | - 7.45 NH s 5'-NH c-3 -
3-NH | - 12.06 | NH s - C-9,C-11,C-3 -
4-NH | - 7.45 NH s 5-NH c-3 -
C=N-OH| - [115-12.6] OH br - - -
Tabelle 45: NMR-Daten von 89 [*H: 500 MHz bzw. 3C: 100.6 MHz, DMSO-d¢]. Die Kopplungen im
'H,*H-COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.
13, 1
pos. |3 O3 CH) |y J 1H,'H-COSY HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [Hz]
1 [11856] - - - - - -
2 |134.42| 7.46 | 1H s 7-CH, C-1,C-2,C-3,C5,C6,C-7| 13-CHjg
3 [137.31] - - - - - -
4 (15380 - - - - - -
5 (13731 - - - - - -
6 |134.42| 7.46 | 1H s 7-CH, C-1,C-2,C-3,C5,C6,C-7| 13-CHjg
7 | 28.76 | 3.82 | 2H s 2-CH,6-CH |C-2,C-3,C-5,C-6,C-8,C-9 -
8 |152.00| - - - - - -
9 |16557| - - - - - -
11 | 3891 | 347 [2H|t,J,=J,=69| 12-CH, C-9,C-12,C-1’ 5'-CH
12 | 25.77 | 2.70 |2H |t,J,=J,=6.911-CH,, 5 -CH C-11,C-1’,C-5 5'-CH
13 | 61.02 | 3.80 |3H s - C-4 2-CH, 6-CH
1 [12599| - - - - - -
3 |148.72| - - - - - -
5 |110.64| 6.50 | 1H s 12-CH, C-11,C-12,C-1',C-3  |11-CH,, 12-CH,
Tabelle 46: NMR-Daten von 89 [*H: 500 MHz bzw. **C: 100.6 MHz, Methanol-d,]. Die Kopplungen im
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Abbildung 99 zeigt das HMBC-Spektrum in DMSO-ds der aus A. sulphurea isolierten
Hauptkomponente. Hierbei handelt es sich um lanthellin (89), dessen Struktur und die im

HMBC-Spektrum sichtbaren K opplungen eingezeichnet sind.
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Abbildung 99: HMBC-Spektrum von 89 [500 MHz, DM SO-d¢]

Als Ausgangspunkt fir eine Diskussion des HMBC-Spektrums dient analog zum bereits
diskutierten 3,5-Dibrom-4-methoxyphenylacetonitril 82 der tetrasubstituierte Aromat mit Cy,-
Symmetrie. Klar zu erkennen ist dieser wiederum an den Kopplungen zwischen den
aromatischen Protonen 2-CH und 6-CH mit einem zusétzlichen Kreuzsignal im Signal schwer-
punkt (s. Kasten). Diese beiden Protonen kénnen an den Positionen 2 und 6, aufgrund
deutlicher *H,*H-K opplungen mit der Methylengruppe 7-CH,, lokalisiert werden. Gleichzeitig
koppelt diese Methylengruppe mit einer Reihe von quartéren Kohlen-stoffatomen. So kénnen
das benachbarte Kohlenstoffatom Cy-1 sowie die Bromsubstituenten tragenden identischen
Kohlenstoffatome Cg-3 und Cq-5 im Aromaten identifiziert werden. Das Kohlenstoffatom Cq-
4 tritt neben der Methylgruppe des Methoxy-Restes mit den beiden aromatischen Protonen 2-
H und 6-H in Wechselwirkung. Weiterhin hilft 7-CH;, bel der Strukturaufkldrung. Diese
Methylgruppe koppelt mit dem benachbarten, das die Oxim-Gruppe tragende, quartére
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Kohlenstoffatom Cg,-8 sowie mit dem in B-Position befindliche Carbonylkohlenstoffatom.
Einerseits zeigen weiterhin die beiden aromatischen Protonen Kopplungen mit der
Methylengruppe 7-CH; und andererseits zum quartéren Kohlenstoffatom Cg-8.

Die NH-Gruppe (10-NH) ist unverwechselbar, aufgrund zweier intensiver Kreuzsignale im
HMBC-Spektrum als Amidbriicke zu ihren Nachbarn C4-9 und 11-CH,, und durch ihre
charakteristische Verschiebung im *H-NM R-Spektrum von 8y = 8.16 ppm zu erkennen.
Anhand des *H,*H-COSY -Spektrums sind die Methylengruppen 11-CH, und 12-CH, as be-
nachbart anzusehen. Durch die Kopplung zu Cy-1" erlauben diese beide Methylengruppen die
weitere Strukturaufklérung des Iminoimidazolidin-Ringes. Gleiches gilt fir das olefinische
Proton 5'-CH, das im HMBC-Spektrum zum einen mit C¢-1' und zum anderen mit den sich
aulBerhalb des Funfringes befindenden Kohlenstoffatomen der Methylengruppen C-11 und
C-12 koppelt. Der Iminoimidazolidin-Ring wird durch eine N,N’-substituierte Guanidino-
funktion mit C4-3' as die Imin-Gruppe tragendes Kohlenstoffatom (6c,z = 151.00 ppm)
vervollstandigt. Somit kann auch eindeutig festgelegt werden, dass das Molekil in DMSO

keiner Imin-Enamin-Tautomerie unterliegt, sondern bevorzugt as Imin vorliegt.
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6.5. Strukturvorschlage fur unvollstdndig charakterisierte Spurenkom-

ponenten

Mit Kenntnis der Struktur der Hauptkomponente lanthellin (89) konnten abschlief3end fir die
Nebenkomponenten anhand ihrer HochauflGsungsdaten sowie UV-Spektren die bereits vorge-
nommenen Strukturvorschlage untermauert werden.

Dazu gehort u. a das im Dichlormethanextrakt identifizierte Brom-2,3-dihydrobenzofuran
(76). Des Weiteren wurden im n-Butanolextrakt 3-Bromtyrosin (113), Verongamin (93) und
5-Bromverongamin (116) gefunden. Fir die Zusammensetzung CisH17BroN4O3 werden drei
Strukturvorschlage mit Purealidin J (110), Purealidin M (111) und Pseudoceratinin A (112)
gemacht.

Die Struktur 94 mit der elementaren Zusammensetzung CisH18BrNsOs war bisher unbekannt.
Da keine NMR-Daten und somit keine Strukturinformationen erhaten wurde, ist hier
ebenfalls nur ein Strukturvorschlag gemacht worden. Anhand der bereits postulierten
Strukturen Verongamin (93), 5-Bromverongamin (116) und lanthellin (89), kann fur diese nur
das 5-Debromoderivat der Hauptkomponente lanthellin (89), das 5-Debromoianthellin (94) in
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Abbildung 100: lanthellin (89) als Hauptkomponente von A. sulphurea und anhand von ESI- und APCI-MS-
Hochauflésungsdaten gemachte Strukturvorschldge fir strukturell verwandte Spurenkompo-
nenten.
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6.6. Diskussion

Anhand seines chemischen Inventars von mono- und dibromierten Tyrosinalkaloiden kann
der beprobte Schwamm Aplysilla sulphurea chemotaxonomisch eindeutig zu den verongiden
und nicht zu den dendroceratiden Schwammen gerechnet werden.

Die Ordnung Verongida (Phylum Porifera, Klasse Demospongiae, Unterklasse Ceractino-
morpha) gliedert sich in vier Familien (Aplysinidae, Aplysinellidae, lanthellidae und
Pseudoceratinidae), denen insgesamt zehn Gattungen angehoren.

Diese Alkaloide gelten also as chemotaxonomische Marker, und deren strukturelle
Vielseitigkeit reicht von einfachen Monomeren bis zu komplexen Strukturen wie den
Purealidinen oder Bastadinen (s. u.).

Es hat sich herausgestellt, dass viele dieser Verbindungen Uber ein erhebliches biologisches
Potential verfigen, so dassim Falle von A. sulphurea davon ausgegangen werden kann, dass
diese Verbindungen den Schwamm vor Besiedlung durch andere Organismen oder vor

Fral3angriffen schiitzen soll.

Mit Hilfe einer Betrachtung der Biosynthese dieser fur diese Ordnung typischen Bromtyrosin-
alkaloide konnen in diesem Zusammenhang eine Reihe von Verbindungen und deren
Okol ogische Funktion sowie biologische Aktivitét erlautert werden.

An diesen Schwammen wurden Studien zur Erforschung der Biosynthese der bromierten
Sekundarmetabolite mit verschiedenen **C- oder >N-markierten Precursoren durchgefiihrt.
Abbildung 101 zeigt schematisch den biosynthetischen Aufbau der Tyrosin-Alkaloide, die
verschiedene Strukturmerkmal e wie Spiro-Oxepine oder Spiro-1soxazoline aufweisen kénnen.
Bei den zahlreichen Studien zur Biosynthese stellte sich heraus, dass im ersten Schritt der
Aromat im Tyrosin (120) halogeniert wird®'®, Als nachstes kann entweder die Oxidation des
Amin-Stickstoffs zum Oxim oder eine O-Methylierug der Hydroxylgruppe mit an-
schlieffender Oxidation des Stickstoffs zum Oxim erfolgen.
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Abbildung 101: Biosynthesewege zum Aufbau verschiedener bromierter Tyrosinakaloide. In Klammern sind
Intermediate abgebildet, die bisher nicht isoliert wurden bzw. deren Bildung vermutet wird.

Anschlief3end kdnnen zwei verschiedene Biosynthesewege eingeschlagen werden: Zum einen
erfolgt eine Dehydratation und Decarboxylierung, die dann O-methylierte Nitrile ergibt, die
wiederum oxidiert und unter nucleophiler Ring6ffnung des Epoxids zu Aeroplysinin 1 (11)
reagieren. Der zweite Weg beschreitet die direkte Oxidation des Aromaten zum Epoxid, die
dann zur Ausbildung von Isoxazolinringen fuhrt, wie sie in Aerothioninen, Homoaero-
thioninen oder Oxepin haltigen Psammaplysinen enthalten sind.

Viele dieser bromierten Tyrosinalkaloide Ubernehmen in Schwammen eine biologische
Funktion. Als Beispiele seien hier Aerothionin (121) und Homoaerothionin (122) genannt.
121 ist aus verschiedenen Arten, u. a. Psammaplysilla purpurea oder Pseudoceratina
durissima, bekannt und weist antibakterielle Aktivitét auf.' % Diese Verbindungen sind Teil
von Abwehrsystemen der Schwamme gegeniiber anderen Organismen, gegen Uberwuchs
durch andere Invertebraten oder Algen. Es ist auch bekannt, dass diese Schwamme bei
Verletzungen die Produktion dieser Sekundarmetabolite steigern, so dass diese Verbindungen

in solchen Fallen in bis zu hundertfacher Konzentration enthalten sind.

120



121: Aerothionin (n = 1)
122: Homoaerothionin (n = 2)

Abbildung 102: Aerothionin (121) und Homoaerothionin (122) aus Psammaplysilla purpurea oder
Pseudoceratina durissima dienen denen Schwammen als Abwehrsubstanzen gegen Uberwuchs
durch andere Invertebraten.

Ein anderer Abwehrmechanismus stellt die Speicherung von inaktiven Substanzen dar, die bei
Verletzung des Schwammes enzymatisch in biologisch wirksame V erbindungen umgewandelt
werden. Fir diese Transformation sind Aerophobin 2 (123) aus Aplysina sp.*®® und
Isofistularin 3 (124) aus Pseudoceratina sp.2° bekannt, die in die cytotoxischen und anti-
mikrobiellen Substanzen Aeroplysinin 1 (11) und dessen Dienon 125 umgewandelt werden (s.
Abbildung 103).
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Br, Br
o/
r OH
OH IO Br, Br
Br, H =N
HO!
T o HO™ N—CN
N
Br

123: Aerophobin 2 124: Isofistularin 3 11: Aeroplysinin1 125: Dienon

Abbildung 103: Aerophobin 2 (123) und Isofistularin 3 (124) werden in Schwammen gespeichert und im Falle
eines Angriffes durch Fral3feinde in die biologisch aktiven Verbindungen 11 und dessen
Dienon 125 umgewandelt.

Die Psammaplysine bilden eine Verbindungsklasse, die ein spirocyclisches Oxazolin mit

einer Oxepin-Untereinheit enthalten. Sie wurden aus Psammaplysilla purpurea™®'®,

Pseudoceratina purpurea'® und Aplysinella sp.'"%

Psammaplysin A (126), das eine Antifouling- und antibakterielle Aktivitat aufweist, und das

isoliert. Als Beispiel seien hier

cytotoxische Psammaplysin C (127) genannt.
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Abbildung 104: Psammaplysin A (126) und C (127), die ein spirocyclisches Oxazolin mit einer Oxepin-
Untereinheit enthalten.

Verongide Tyrosin-Oxime sind Verongamin (93) aus Pseudoceratina crassa® und Verongula

gigantea®™, Purealidin C (128) aus Psammaplysilla purpurea'®

und das in A. sulphurea
enthaltene lanthellin (89). 93 ist ein Histamin-Hsz-Antagonist, 128 zeigt antifungische,
antibakterielle und antineoplastische Eigenschaften. Ianthellin (89) wirkt antibiotisch gegen

Staphylococcus aureus und antifungisch gegen Candida albicans.®
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A NH
o _/—(/\lN OH o T o _/_Q
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93 HoN—s 128: Purealidin C 89
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Abbildung 105: Biologisch aktive Tyrosin-Oxime Verongamin (93), Purealidin C (128) und lanthellin (89)

Eine kleinere Gruppe Sekundarmetabolite stellen die Psammapline dar, die biosynthetisch aus
Bromtyrosin-Einheiten und modifizierten Cystein-Bausteinen linear zusammengesetzt sind.
Ein Beispiel ist das Psammaplin A (129) aus verschiedenen Psammaplysilla-Arten™®, die
cytotoxisch sind und inhibierende Aktivitéten gegen Farnesylproteintransferasen und Leucin-

aminopeptidasen aufweisen.*™

OH OH
Br. Br

o) 0
S—sS
N/\/ \/\N
N H H N
HO” ~OH

129: Psammaplin A

Abbildung 106: Psammaplin A (129), in dem zwei Bromtyrosin-Einheiten tiber modifiziertes Cystein mitein-
ander verkniipft sind.

Schwamme der Gattungen lanthella, Psammaplysilla und Verongia sind Produzenten

zahlreicher Leitstrukturen, von denen hier einige exemplarisch vorgestellt werden sollen.
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Aus lanthella sp. sind z. B. lantheran A*? (130) und B, lanthesin A™ (131) - D und aus
lanthella basta die Bastadine 1 - 21 (z. B. Bastadin 4 (132)) sowie verwandte Strukturen

isoliert worden.

BY HAL o B HO. Br Br
\/\/
N(CHg),
Br (0]
Br COOH

130: lantheran A 131: lanthesin A 132: Bastadin 4 H

Abbildung 107: Aus verschiedenen lanthella-Arten bekannte Verbindungen lantheran A (130), lanthesin A
(131) und Bastadin 44 (132).

Aus verschiedenen Psammaplysilla-Arten (P. purpurea, P. purea und P. sp.) sind u. a
Purpuramin A (133) und Purealin*'® (134) isoliert worden.

o N/\/\;Q)/ A%S\/K?
m pR Gt
133: Purpuramin A 134: Purealin Br

Abbildung 108: Aus der Gattung Psammaplysilla bekannte Verbindungen Purpuramin A (133) und Purealin
(134).

Der bereits erwdhnte Schwamm Verongia aerophoba (Synonym: Aplysina aerophoba) ist
u. a bekannt firr die Produktion von Fistularin 17 (135):

Br OH
\ O~N
o | H OH 5
r
N\/k/o
Br o)
Br
0
135: Fistularin 1 >§O
N
H

Abbildung 109: Das aus Verongia aerophoba bekannte Fistularin 1 (135).
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7. (15Z)-Docosenal aus Mycale lingua (BOWERBANK)

7.1. Einleitung

Bei dem in diesem Kapitel beschrie-
benen Schwamm Mycale lingua
(BOWERBANK, 1866) handelt es sich
wie bel Hymedesmia paupertas um
einen poeciloscleriden Schwamm, der
der Mycalina-Unterordnung angehort.

Zu dieser gehdren neun Familien, u. a.

die der Mycalidae (LUNDBECK, 1905), appildung 110: Mycale lingua (POS30VII992012-2) kurz
die sich wiederum in die zwei nachder Beprobung

Gattungen Mycale (GRAY, 1867) und Phlyctaenopora (TOPSENT, 1904) unterteilt. Der hier
behandelte Schwamm gehort zu einer der elf Mycale-Untergattungen, namentlich ebenfalls
Mycale, so dass seine exakte Bezeichnung Mycale (Mycale) lingua (im weiteren Text as
Mycale lingua benannt) lautet. Das vorliegende Exemplar mit der projektinternen
Bezeichnung POS30V 119920J2-2 ist in Abbildung 110 gezeigt.” Zum besseren Verstandnis ist
die phylogenetische Einteilung in Abbildung 111 dargestellt.

Klasse ’ Hexactinellida H Demospongiae H Calcarea ‘

Ordnung Poecilosclerida | + 12 weitere Ordnungen

Unterordnung ’ Microcionina H Mycalina H Myxillina H Latrunculina

Familie Mycalidae + 8 weitere Familien

Gattung Mycale ‘ ’ Phlyctaenopora

Untergattung + 10 weitere Untergattungen

Abbildung 111: Phylogenetische Einteilung von M. lingua (BOWERBANK, 1866)

* Bildmaterial: Koordination (Prof. Dr. W. Michaelis, Dr. T. Pape) des Verbundprojektes BosMAN
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Wie in der Abbildung zu sehen ist, handelt es sich bei diesem Individuum um einen grauen,
massiven Schwamm, der nach unterschiedlichen Beschreibungen in der Literatur in ver-
schiedenen Wuchsformen auftritt. Er wird u. a as ,rundlich*, ,umgedrehte, dreieckige
Pyramide“ oder ,8hnlich einer Schafzunge* (lingua (lat.) = Zunge (bezogen auf die Form))
beschrieben. Er kann eine Hohe von bis zu 30 cm, mit unterschiedlichen Abmessungen in
Breite und Tiefe, erreichen. M. lingua ist im nordatlantischen Raum zwischen den Azoren und
Spitzbergen, z. T. auch im Mittelmeerraum, in eher grof3eren Meerestiefen von 30 bis 2460 m
verbreitet und nicht unbedingt durch SCUBA zuganglich.**"*!®

Bisher sind keine Arbeiten bekannt, die sich mit Sekundérmetaboliten aus M. lingua
beschéftigen. Es ist lediglich eine Patentschrift Uber Fucose beinhaltende Proteoglcyane
(Wasser bindende Proteine im Knorpelgewebe) und deren pharmazeutische Rolle

publiziert.**

7.2. Bekannte Strukturen aus der Gattung Mycale

Die Gattung Mycale ist seit mindestens 30 Jahren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen,
die sich mit dem chemischen Inventar bzw. Sekundérmetaboliten auseinandersetzen. Dabei ist
eine Fllle von neuen Verbindungen unterschiedlichster Naturstoffklassen isoliert und
identifiziert worden. Viele dieser Substanzen und Substanzklassen tragen Trivialnamen, die
sich von dieser Schwammgattung ableiten. Es werden hier einige wichtige Vertreter exempla-
risch vorgestellt:

Mitte der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts wurden aus zwel nicht naher bestimmten
Mycale-Arten die sog. Mycalisine’®® (Nucleoside; 136 und 137) bzw. Mycalamide'®* (138 -

141) isoliert, wobei die Mycalamide antivirale Aktivitét und Antitumorwirkung zeigen.

NH NH
NH NH; HaCO fH H HaCO L
CN CN OH AU H G
LT U T
C | (A
N N k N
H
HaCa ™

AE A
OCHjz OCHjz
HyCe ) )
138: Mycalamid A 139: Mycalamid B
HzCO OH HsO OH o O
(] OH
: isi : isi H NH
136: Mycalisin A 137: Mycalisin B Ho A N HCO Ty
i OH AU
OH o] OH
4 OCHg
OH
140: Mycalamid C 141: Mycalamid D

Abbildung 112: Aus Mycale sp. isolierte Nucleoside (Mycalising; 136, 137) und Mycalamide (138 - 141)
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Des Weiteren ist eine Reihe makrolider Verbindungen aus Schwammen der Gattung Mycale
isoliert worden. Dazu gehoren die Mycalolide A und B (142, 143)** und Thiomycalolid A
(144) =,

Abbildung 113: Makrolide Verbindungen Mycalolid A und B (142, 143) sowie Thiomycalolid A (144) aus
Mycale sp.

Neben terpenoiden Strukturen, z. B. aus Mycale sp. (Mycalon)*** (145) und Norsesterterpen-
1,2-Dioxanen (Mycaperoxid A, 146) sind auch polybromierte Cys-Acetogenine (147 - 149)

aus Mycale rotalis isoliert worden**?°,

145: Mycalon 146: Mycaperoxid A 147 148 149

Abbildung 114: Aus Mycale sp. isoliertes Mycalon (145) als Beispiel fir eine sesquiterpenoide Verbindung
und aus M. rotalis isolierte polybromierte, nicht-terpenoide Cis-Acetogenine 147 - 149

Der Schwamm Mycale micracanthoxea beinhaltet eine ganze Bibliothek an sog. Mycalazolen
und 5-Alkylpyrrol-2-carbal dehyden'®’ (150 - 153):

HO, /o \ R 150: Mycalazol 11

[\ 152: Mycalazal 1
o " R= /\/\/\/\/\/\/\/\/\/// "

153: 5-(19'-Cyanononadecanyl)pyrrol-2-carbaldeyd

Abbildung 115: Mycalazole und Mycalazale aus M. micracanthoxea (150 - 153)
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Letztlich wurden schwammtypische, aliphatische Verbindungen wie mono- und mehrfach
ungeséttigte Fettsduren bzw. langkettige, ungeséttigte Aldehyde z. B. aus Mycale laevis
isoliert'® (154 - 158):

o SN N N N S e e e g
HOJ\(\/%/\/\/\/\/\/\/\/\ 156: (172)-Tricosenal
OCH, 154: (5Z,9Z)-2-Methoxy-5,9-hexacosadienséure OW\/VVVVVVW
OY\/\/\/\/\/\/\/\/\/E/\/\/\ 157: (192)-Pentacosenal
OH R 0 Y0 Y Ve e e e e 0 T N

155: (21Z)-Octacosensaure
158: (19Z)-Hexacosenal

Abbildung 116: Lipide aus M. laevis

7.3. Fluchtiges Inventar des Pentanextraktes

Die Probe POS30V119920J2-2 umfasste ca. 366 g Schwammmaterial (Nassgewicht) und
wurde nach dem Standard-Extraktionsverfahren aufgearbeitet. Das Gaschromatogramm des
Pentanextraktes ist in Abbildung 117 abgebildet.

159

Steroid-Alkohole

7

e H

— n_L,L____LJWLLL‘

T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 rt (Min) 40

Abbildung 117: Gaschromatogramm des Pentanextraktes von M. lingua [Saule: HP-1, 30 m, Temperatur-
programm: 60 °C, 5 min. isotherm, 10 °C/min, 300 °C, 30 min. isotherm]
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Aus diesem Extrakt eluiert im Gaschromatogramm eine unbekannte Verbindung 159 bel ca

23 min., gefolgt von mehreren Steroid-Alkoholen zwischen 27 und 30 min.

Bevor auf die Verbindung 159 ndher eingegangen werden soll, wird kurz das Inventar der

Steroid-Alkohole diskutiert, die anhand von Massenspektren und Vergleich mit Literaturdaten

identifiziert wurden.

16:

&

160

26,27-Dinorergosta-5,22-dien-33-ol

86 161

Cholesta-5,24-dien-3p3-ol

85

Cholesta-5,22-dien-33-ol

162

? (M =386 g/mal)

s | ¥ 86

Cholesterol

167 163

Cholestanol

87

Ergosta-5,22-dien-33-ol

163 164

Ergosta-5,24(28)-dien-33-ol

160 165 165

Ergost-5-en-3p3-ol

o / 166

Stigmasta-5,22-dien-3p-ol

i

66 || 168 167

162

Stigmast-5-en-33-ol

2(M =?)

ULJ 169 168

169

? (M =400 g/mal)

r T T T T 1
26 27 28 29 30 rt(Min) 31

Abbildung 118: Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm in Abbildung 117, der den Bereich der Steroid-

Alkohole zeigt.

In diesem Extrakt sind die schwammtypischen Steroid-Alkohole enthalten, die z. T. nur aus

marinen Organismen bekannt sind. Zur Erlauterung sind deren Strukturen nochmals in

Abbildung 119 abgebildet.

160

161

85

86

IR

Abbildung 119: In M. lingua enthaltene, schwammtypische Steroid-Alkohole
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Im Folgenden wird fir Verbindung 159, deren Massenspektrum in Abbildung 120 dargestellt
ist, aufgrund der Ergebnisse aus GC-FTIR-Spektroskopie, Derivatisierungsreaktionen und
hochaufgel 0ster massenspektrometrischer Untersuchungen der Derivate, ein Strukturvor-
schlag gemacht, der durch Synthese verifiziert wird.

100+ 55 121

69
149

152
=
163

41

%.

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 'm/Z

Abbildung 120: Massenspektrum von 159 (El, 70 V)

Das Massenspektrum von 159 zeigt eine Substanz mit der Masse von 322 g/mol, die Wasser
(M - 18) zu m/z 304 abspaltet. Alle weiteren Fragmente deuten klar auf eine ungeséttigte
Alkenkette mit den typischen Fragmenten m/z 41, 55, 69, 83 etc. ohne weitere Funktionalitét
hin.

Die Abspaltung von Wasser lasst auf einen Alkohol oder Aldehyd schlief3en. Ob es sich um
eine der beiden Funktionalitdten handelt, zeigen verschiedene Derivatisierungsreaktionen,
wobei weder eine Acetylierung noch eine Silylierung die fur einen Alkohol typischen
Reaktionsprodukte liefert.

Da das Molekilion eine Masse von 322 g/mol aufweist und keinerlel fir Alkohole charakte-
ristischen Reaktionen eingeht, kann mit grof3er Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen
werden, dass es sich bei 159 um einen ungeséttigten Aldehyd handelt.
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Zusétzliche Informationen liefert das GC-FTIR-Spektrum von 159 im Naturextrakt, das in
Abbildung 121 gezeigt ist. Darin sind die Banden 1742 und 2710 cm™ charakteristisch, die
Auskunft Uber einen ungeséttigten Aldehyd liefern. Neben einer fur Aldehyde typischen
Carbonylschwingung bei 1742 cm, entsprechen die starken Banden bei 2864 und 2933 cm™
CH-Vaenzschwingungen von Methylen- bzw. Methylgruppen. Die schwache Bande bei
715 cm™ deutet auf cis-konfigurierte Doppelbindungen hin. Dagegen fehlt die wesentlich
stérkere CH-Schwingung von trans-verkniipften Doppel bindungen bei 960 - 970 cm™.

100

o6 - 1351 715
] . 2710 1462
] 3013
96
] 1742
94
92
S 90 _: AN
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2 88
€ ]
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84
82
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4000 3000 2000 1000

Wellenzahl [cm-1]

Abbildung 121: GC-FTIR-Spektrum von 159

Zur weiteren Klarung der Struktur wurde im Anschluss eine DMDS-Derivatisierung'?**°

durchgefuihrt, die Informationen Uber die Lage der Doppelbindung(en) liefern sollte.
Abbildung 122 zeigt das Massenspektrum des DMDS-Derivates von 159. Anhand der
Differenz zum Molekulargewicht (AM = 94 g/mol) der underivatisierten Verbindung wird
klar, das ein Mol Dimethyldisulfid addiert wurde und es sich somit um einen einfach
ungesattigten Aldehyd handelt.
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Abbildung 122: Massenspektrum der mittels DM DS-Derivatisierung erhaltenen Komponente (El, 70 eV)

Es sind die zwei intensiven Fragmentionen m/z 145 und m/z 271 entstanden. Bei einfach
ungeséttigten Aldehyden sind jeweils zwei mdgliche elementare Zusammensetzungen und

damit zwei verschiedene Positionen fir die Doppel bindung denkbar:

271
SCH3
145 m/z 145 CgH17S
5 gH17 159
SCH; m/z 271 C15H3,0S
271
SCHs
145 m/z 145 C7sH130S

O 159A

SCH; m/z 271 C17H358

Abbildung 123: (6EZ)- bzw. (15EZ)-Docosenal als mogliche Strukturen fir 159

Demnach kommen die beiden Stellungsisomere (6EZ)- (159A) bzw. (15EZ)-Docosenal fir
159 in Betracht (s. Abbildung 123).

Eine HR-EI-M S-Untersuchung der schwefelhaltigen Fragmente ergibt die Zusammensetzung
von m/z 271 (Cy6H30S) sowie m/z 145 (CgH1;S) (s. Tabelle 47).

[m/z] gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung
Masse Masse formel [mDa] [ppm]
271 271211 271.210 Ci16H3:0S -1.7 - 6.3
145 145.105 145.105 CgH17S -0.3 -1.8
Tabelle 47: Zusammensetzungen der DMDS-Fragmente m/z 271 und m/z 145, die Auskunft Uber die Lage
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Die ermittelten Summenformeln der beiden Hauptfragmente zeigen, dass die Doppel bindung
von 159 in Position 15 liegt, da das Fragment mit der niedrigeren Masse (m/z 145) keinen
Sauerstoff enthélt. Dieser befindet sich im lon m/z 271, was auf eine grof3ere Distanz
zwischen Carbonylgruppe und Doppel bindung hinweist.

7.4. Synthese von (15Z)-Docosenal (159)

Abschliefiend sollte der mit (15Z)-Docosenal fur 159 gemachte Strukturvorschlag durch
Synthese verifiziert werden. Dazu wurde die von Boland et al. beschriebene Eintopfreaktion
zur Umwandlung von Carbonsaureestern und Lactonen zu olefinischen Komponenten ange-
wendet.*!
(Cyclopentadecanolid; 170) mit DibalH unter Ringdffnung reduziert und anschlief3end in
einer sazfreien  Wittig-Reaktion  mit  n-Heptyltriphenylphosphoniumbromid ~ zu
(152)-Docosenol (171) umgesetzt. Durch die salzfreien Reaktionsbedingungen bei der Wittig-

Fur die Darstellung von 159 wird 15-Hydroxypentadecansdurelacton

Reaktion unter Einsatz von Natriumbis-trimethylsilylamid entsteht nahezu quantitativ das
Z-1somer. Abschlieffend erfolgt die selektive Oxidation des Alkohols mit Pyridinium-
dichromat (PDC) zum gewiinschten Produkt 159.

0 . o
_
o
o 0  Al(i-C 4Ho)
170

H
1.) NaN[Si(Me3)]2, (CeHs)sP=CZ
2y H* n-Hexyl

> P VU e P G P G a P a L

171 (uberwiegend Z-Isomer)

THF,-20°C

PDC, Molsieb (4 A) o
/\/\/E/\/WWW

CH,CI
2z 159 (15Z)-Docosenal

Abbildung 124: Syntheseschritte zur Darstellung von (15Z)-Docosenal (159) nach Boland et al.

Das synthetisierte Produkt wurde mit dem in der Naturprobe enthaltenen Aldehyd verglichen.
Anhand der Retentionszeit im Gaschromatogramm, durch Koinjektion mit der Naturprobe
sowie durch Vergleich der Massen- und GC-FTIR-Spektren konnte zweifelsfrei bewiesen
werden, dass das Syntheseprodukt mit dem in M. lingua enthaltenen Aldehyd 159 Uberein-
stimmt. Das Syntheseprodukt wurde eindeutig NM R-spektroskopisch zugeordnet.
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7.5. Diskussion

Ein nicht néher bestimmtes Doppelbindungsisomer des 15-Docosenals wurde bisher nur in
dem haploscleriden Schwamm Amphimedon viridis und in dem poeciloscleriden Schwamm
Desmapsamma anchorata der Unterordnung Myxillina, die beide in der Karibik beheimatet
sind, identifiziert."* Daneben sind in diesen Schwammen zusétzlich weitere zehn einfach
ungeséttigte Aldehyde (A15, 16 oder 19) der Kettenlange Cy, bis Cys identifiziert worden.

In Mycale lingua ist nur das (152)-Docosenal (159) enthalten. Man geht davon aus, dass diese
Aldehyde aus 1-O-Alkenylphospholipiden oder aus Plasmalogenen, einer Unterfamilie unge-
séttigter Etherlipide, entstammen.

Beide gehdren den Phospholipiden an, die alle tUber ein Glycerin-Ruckgrad verfiigen, bei dem
zwei OH-Gruppen Uber Esterbriicken mit Fettsduren verknlpft sind (Lipid-Nomenklatur:
1-sn und 2-sn). Das 3. Kohlenstoffatom (3-sn) ist mit Phosphorséure verestert, an welches
wiederum Alkohole wie beispiel sweise Ethanolamin oder Cholin gebunden sein kdnnen.

Die Etherlipide unterscheiden sich von den Phospholipiden durch eine an 1-sn Uber eine
Etherbricke verknipfte Alkylkette, die wiederum bei den Plasmalogenen einfach oder
mehrfach ungeséttigt sein kann (s. Abbildung 125). Abgeleitet vom Namen Plasmalogen
werden die in den Etherlipiden gebundenen 1-Alkylether-Derivate auch Plasmansduren
genannt. Analog dazu werden die ungeséttigten Aldehyde, die bei den Plasmalogenen in Form

eines Enolethers gebunden sind, als Plasmensduren bezeichnet.

Phospholipide Etherlipide Plasmalogene
1-sn o
o o —
)J\ ?HZ_ R M (l:HZ 13 M (I:HZ 3
Ry o—(I:..H (I? 3 O=C=H 0] s o—(I:..H ﬁ)
2.sn / CHz—O—P—0—R CHz—O—Z—O CHz—o—g—o
NH NH
I %8 ° P ° NHs

3-sn

1-sn: meist gesattigte Fettsauren
2-sn: meist ein- oder mehrfach ungeséttigte Fettsduren

3-sn: Uber Phosphorséaure veresterte Alkohole
Abbildung 125: Definition der Phospho- und Etherlipide sowie der Plasmalogene

Neben diesen langkettigen Aldehyden sind aus Schwammen auch ungewohnliche verzweigte
und einfach bzw. mehrfach ungeséttigte Fettsduren mit unterschiedlichem Methylverzwei-
gungsmuster bekannt, wie geséttigte bzw. ungeséttigte a-Methoxy- und a-Hydroxyfett-

sauren.**
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8.  Uber die Biologie und Chemie von Korallen***

Korallen (Coelenterata, Cnidaria, Anthozoa) wurden lange Zeit fur Pflanzen gehalten, bis der
Franzose A. Peyssonel 1723 die Auffassung vertrat, dass diese Lebewesen dem Tierreich
zuzuordnen sind, obwohl sie as Polypen auf hartem Substrat wachsen und sich nicht
fortbewegen konnen.

Sie gehdren dem artenreichen Stamm der Coelenterata (Hohltiere; griech. ,,Hohle" / ,Darm®)
an, der sich wiederum in zwei Taxa, die Cnidaria (Nesseltiere) und Ctenophora (Rippen-
quallen) unterteilen | asst.

Zu den Nesseltieren werden auch die Hydrozoa (Hydrokorallen und Staatsquallen), Syphozoa
(Schirmquallen) und Cubozoa (Wiirfelquallen) gerechnet.

Die grofdte Klasse der Cnidaria aber bilden mit ca. 5600 Arten die Anthozoa (Blumen- oder
Koralentiere), die mdglicherweise das urspriinglichste CnidariazTaxon bilden und sich
wiederum in Octa- und Hexacorallia unterteilen lassen.

Die in dieser Arbeit untersuchte Koralle Primnoa resedaeformis gehort der Unterklasse der
Octocoralliaan.

Im Gegensatz zu den Poriferen verfigen (Octo)Korallen Uber ein echtes Gewebe, Organe,
eine Art Nervensystem und Sinneszellen. Sie weisen ausschliefdlich die Organisationsform
des koloniebildenen Polypen auf und zeichnen sich durch ihren grof3en Formen- und
Artenreichtum aus. Die Octocoralia bilden ein Innenskelett durch die direkte Abscheidung
einer hornigen Substanz (Gorgonin) aus. In diese GerUstsubstanz kann dann auch wiederum
Kalk eingelagert werden, so dass eine Art bewegliche ,, Wirbelsdule" entsteht. Der Aufbau des
Polypen gestaltet sich radialsymmetrisch mit einer auf3eren Epidermis und einer inneren
Gastrodermis, die den Verdauungstrakt (Magen) mit nur einer Offnung beinhaltet. Uber diese
Offnung erfolgt die Nahrungsaufnahme und auch die Abgabe von Abfallprodukten. Da diese
Tiere Uber kein echtes Blutgefal3system verfiigen, findet der Gasaustausch mittels Diffusion
mit dem Umgebungswasser statt. Das Nervensystem ist nicht vollstandig ausgebildet, sondern
bildet eher ein diffuses Netz von Nervenzellen, das sich an wichtigen Stellen des Polypen
konzentriert (Mundfeld, Tentakeln, Fullstiel). Aus dem Namen Octocorallia lasst sich
ableiten, dass diese Unterklasse der Anthozoa acht (gefiederte) Tentakeln besitzt. An diesen
Tentakeln kleben Beutetiere fest, die dann durch starke Kontraktion in Mundnéhe gebracht
werden. Korallen sind dafiir bekannt, dass sie symbiontisch mit einzelligen, Photosynthese

betreibenden Algen (Dinoflagellaten, Zooxanthellen, Grinalgen) zusammenleben. Diese
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Symbionten nehmen das von ihren Wirten abgegebene Kohlendioxid und andere z. B. stick-
stoffhaltige Exkrete auf, verstoffwechseln diese unter Ausnutzung des Sonnenlichts zu
energiehaltigen Kohlenhydraten und versorgen somit wiederum die Korallen.

Die Fortpflanzung erfolgt bei den Korallen getrenntgeschlechtlich durch Polypenbildung; das
Medusenstadium fehlt vollstandig. Dabel produziert ein adulter Polyp Eier, die das Stadium
der sog. Planula-Larve durchlaufen, um sich dann wiederum als fortentwickelter Polyp nieder
zu lassen. Damit lasst sich auch die starke Koloniebildung (Tierstocke) von Octokorallen
erkléren. Meist sind diese Kolonien aus unzdhligen Einzelpolypen aufgebaut, die Gber ein
Zellgewebe (Coenenchym) miteinander verbunden sind.

Zu den Octocoralia werden auch die Helioporida (Blaue Korallen), Alcyonaria (Leder-
korallen), Gorgonaria (Hornkorallen) oder Pennatul aria (Seefedern) gerechnet.

Den Hexacorallia und dort vor allem den Stein- und Riffkorallen (Madreporaria) kommt eine
auf3erordentlich wichtige Bedeutung zu, da sie als Kalk abscheidende Organismen in der Lage
sind, Riffe aufzubauen. Gerade in den Tropen und Subtropen sind diese Riffe weit verbreitet
und gehdren zu den produktivsten Lebensgemeinschaften der Erde, wobei diese Produktions-
leistung nur durch die Symbiose mit den bereits angesprochenen einzelligen Algen erreicht
werden kann.

Wie sich gezeigt hat, bildet die kosmopolitisch verbreitete Steinkoralle Lophelia pertusa mit
anderen Korallen (Primnoa resedaeformis, Paragorgia arborea) auch in Kaltwasserregionen
Skandinaviens Korallenbanke aus.

Vielerorts sind heutzutage bereits aufgrund der hohen Nachfrage nach Produkten der Edel-
korallenindustrie, des zunehmenden Tourismus, der Fischerel und fortschreitender Umwelt-

verschmutzung die Korallenriffe stark in Mitleidenschaft gezogen worden.

Betrachtet man die Verteilung der im Jahre 2002 verdffentlichen Naturstoffe (677) auf die
verschiedenen Phyla, so wurden neben Schwammen (37 %) aus Coelenteraten mit 21 %,
gefolgt von Mikroorganismen (18 %), die meisten Naturstoffe isoliert. Dabei fallt wiederum
auf, dass Uber 80 % der aus Coelenteraten isolierten Naturstoffe terpenoiden Ursprungs sind.
Die Minderheiten bilden Polyketide (13 %) und Alkaoide (7 %). 2002 sind beispielsweise
keine Peptide aus Hohltieren isoliert worden. Bei den isolierten Terpenstrukturen bilden die
Diterpene den Hauptbestandteil, gefolgt von Triterpenen (Steroiden), Sesquiterpenen und
Sesterterpenen.**®

Es sollen hier exemplarisch einige interessante, aus Korallen isolierte Sekundarmetabolite

vorgestellt werden.
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Aus Oktokorallen der Gattung Briareum (= Solenopodium) (Phylum Cnidaria, Klasse
Anthozoa, Unterklasse Octocorallia, Ordnung Alcyonacea, Familie Briareidae) wurden bisher
mindestens 200 Diterpene identifiziert, die in drei Skelett-Klassen vom Briaran-, Asbestinan-
und Eunicellin-Typ unterteilt werden konnen.**’ Briaran- und Asbestinan-Diterpene sind fiir
ihre weit reichende biologische Aktivitat bekannt (sie wirken z. B. cytotoxisch™®, anti-
inflammatorisch®®, insektizid™*, antiviral®** oder als Antifoulingsubstanz**?). Die Asbestinin-
Diterpene sind fir ihre Cytotoxizitét sowie antibakterielle Wirkung bekannt und spielen eine
Rolle als Acetylcholin- und Histaminantagonisten.**

Beispiele fur Diterpene vom Briaran-Typ sind z. B. das aus Briareum excavatum isolierte
Brianthein A und C'** (172, 173), Briarellin D und J aus Briareum polyanthes'® (174, 175)
(Antimalariaaktivitat) und aus Briareum stechei dieisolierten Milolide A und C** (176, 177).

172: Brianthein A 173: Brianthein C

175: Briarellin J

176: Milolid A 177: Milolid C

Abbildung 126: Aus verschiedenen Korallen der Gattung Briareum isolierte Diterpene vom Briaran-Typ

Vom Asbestinin-Typ sind beispielsweise Asbestinin 24’ und 10™ (178, 179) aus Briareum
ashestinum sowie als dritter Skelett-Typ das Eunicellin aus Eucinella stricta® (180) isoliert

worden.

,
AcO,, p

Asbestinan-Gerust
178: Asbestinin 2 179: Asbestinin 10 180: Eunicellin

Abbildung 127: Zwei Beispiele fir Asbestinine und das aus Eucinella stricta isolierte Eunicellin (180).
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Die antiinflammatorisch und antiviral wirkenden Diterpene der der Solenolid-Klasse wurden
erstmals von Fenical et al. aus marinen Oktokorallen der Gattung Solenopodium isoliert™
(181, 182). Aus Eunicea pinta sind die Cembranolide Uprolid H und M*** (183, 184) und das

ebenfals antiinflammatorisch wirkende Kallolid A (185) aus Pseudopterogorgia kallos

isoliert worden. >

HoO,

181: Solenolid A 182: Solenolid F 183: Uprolid H 184: Uprolid M 185: Kallolid A

Abbildung 128: Beispiele fur Solenolide, Uprolide und Kallolide

Eine weitere, sehr grof3e Diterpen-Klasse vom Cembran-Typ stellen die sog. Xeniolide aus
verschiedenen Korallen der Gattung Xenia dar. Hier werden drei Beispiele vom Xenicin-Typ
gegeben, die ein 2-Oxabicyclo[7.4.0]tridecan-Ringsystem enthalten. Dazu gehort das
Xeniolid F aus Xenia sp.>® (186) sowie die Acalycixeniolide C und F (187, 188) aus

Acalycigorgia inermis, die gegen die menschliche Leukamiezelllinie K562 wirksam sind.**

186: Xeniolid F 187: Acalycixeniolid C 188: Acalycixeniolid F
Abbildung 129: Biologisch aktive Diterpene mit 2-Oxabicyclo[ 7.4.0]tridecan-Ringsystem

Die strukturell interessanten geséttigten Achtring-Lactone Octalactine A und B (189, 190)
wurden nicht direkt aus marinen Invertebraten, sondern aus marinen Streptomyceten von der
Oberflache der Korale Pacifigorgia sp. isoliert.™® 189 weist eine starke cytotoxische

Aktivitét gegen bestimmte Zelllinien menschlichen Dickdarmkrebses auf.

0 0
HOw, (jo OH HOw., (jo o OH
"""""""" < (_) - "l)H/\/Y
189: Octalactin A 190: Octalactin B

Abbildung 130: Die geséttigten Achtring-Lactone Octalactine A und B (189, 190) aus Streptomyceten, die von
der Oberfléche von Pacifigorgia sp. isoliert wurden.
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9. Sesquiterpene aus Primnoa resedaeformis (GUNNERUS)

9.1. Einleitung

In diesem Kapitel werden Inhatsstoffe
der Oktokoralle Primnoa resedaeformis
(GUNNERUS, 1763) untersucht. Diese
wird wegen ihres Aussehens auch
Reiskorale (Resedakorale) genannt
(s. Abbildung 131)." Auf Grund ihrer
morphologischen Eigenschaften wird sie
der Unterordnung Holaxonia zugerech-
net. Korallenarten dieser Unterordnung
besitzen grundsétzlich kein Skelett und

Abbildung 131: Primnoa resedaeformis nach der Bepro-
bilden eine Stammachse aus, die aus bung und Dichlormethanextrakt (kleines Foto).

einer elastischen Hornsubstanz (Gorgonin) mit geringen Kakeinlagerungen (Skleriten)
besteht. Diese baumartigen, verzweigten Stocke mit biegsamen Asten sind von einer Art
Rinde aus Zellgewebe (Coenenchym) Uberzogen aus denen die (reiskornartigen) Polypen

hervortreten. Tabelle 48 zeigt die systematische Einteilung von P. resedaeformis.

Doméne Animalia

Phylum Codlenterata

Subphylum Cnidaria (Nessdltiere)

Klasse Anthozoa (Blumentiere)

Unterklasse Octocoralia

Ordnung Gorgonacea (Rindenkorallen, Hornkorallen, Gorgonien)
Unterordnung | Holaxonia

Familie Primnoidae

Gattung Callogorgia, Calyttrophora, Narella, Plumarella,

Primnoa, Primnoeides, Primnoella, Thouarella
Primnoa resedaeformis

Primnoa pacifica

Primnoa reseda

Primnoa typica

Primnoa willeyi

Tabelle 48: Phylogenetische Einordnung von P. resedaeformis.

Neben P. resedaeformis sind vier weitere Arten dieser Gattung bekannt.

* Bildmaterial: Koordination (Prof. Dr. W. Michaelis, Dr. T. Pape) des Verbundprojektes BosMAN
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P. resedaeformis ist in gemaigten Meeresregionen des Nordatlantiks und Nordpazifiks, in
Meerestiefen bis zu 800 Metern anzutreffen und kann Grof3en von 1 bis 2 Metern erreichen.
In Gewassern vor Alaska sind aber auch Individuen mit einer Hohe von 3 m und einer Breite
von bis zu 7 m bekannt geworden. Das Alter dieser Korallen kann nur geschétzt werden. Bel
jahrlichen Wachstumsraten von 1.5 mm - 2.3 cm, in Abhangigkeit vom Nahrungsangebot in
unterschiedlichen Habitaten, konnen diese Koralen mehrere hundert Jahre alt
Werden.156’157'158

Obwonhl diese Koralle zum ersten Mal 1763 beschrieben wurde, ist die erste Arbeit, die sich
mit Inhaltsstoffen von P. resedaeformis beschéftigt, erst 200 Jahre spéter publiziert worden.
Darin wird Uber das Carotinoid Astacen (192) berichtet, das durch die angewendete
Aufarbeitungsmethode aus Astaxanthin (191) entstanden ist. Es stellt das einzige Carotinoid

in dieser Koralle dar.™

OH

N o 191: Astaxanthin

HO

‘ KOH, O,
OH

\\\\\\\\\‘o
HO
0

Abbildung 132: Das in P. resedaeformis enthaltene Astaxanthin (191), das durch die angewendete
Aufarbeitung als Astacen (192) charakterisiert wurde.

192: Astacen

Eine weitere Arbeit behandelt eine Serie neuer aromatischer Sesquiterpene, die aus einer nicht
ndher bestimmten Primnoides-Koralle, aus kiistennahen Gewassern vor Neuseeland, isoliert
wurden. Sie enthalten einen bis dahin unbekannten 2,2,7-Trimethyl-4-(1-methylethyl)indan-

Grundkorper, der den Trivialnamen Primnatrien (193) tragt.*®
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(0]
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193: Primnatrien

197 198
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A A A
0 OH OAc
196
0

Abbildung 133: Finf neue Sesquiterpene (194 - 198) aus einer neuseel8ndischen Primnoeides-Koralle mit dem
bis dahin unbekannten, aromatischen Sesquiterpen-Skelett Primnatrien (193)

9.2. Sesquiterpenoides Inventar von P. resedaeformis

Fur die Gewinnung der Extrakte wurde das Standard-Extraktionsverfahren angewendet und
ein intensiv orange geféarbter Dichlormethanextrakt (s. Abbildung 131) erhalten. Das Gas-
chromatogramm des Dichlormethanextraktes zeigt eine Fulle flUchtiger Substanzen, die
anhand ihrer Massenspektren, als Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe, Sesquiterpenalkohole,
langkettige Alkohole und Fettsduren sowie Wachsester identifizieren wurden (Abbildung
134).

Pristan (199)
Alkohole und Carbonséuren
Steroid-
Alkohole
—
i N
Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffe
Sesquiterpen- Wachsester
. Alkohole — A -
(__)“_\
T T T T T T T T T T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40 rt(Min) 45

Abbildung 134: Gaschromatogramm des Dichlormethanextraktes von P. resedaeformis [Saule: HP-1, 30 m,
Temperaturprogramm: 50 °C, 3 °C/min, 300 °C]
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Zur Isolierung der Sesguiterpen-Kohlenwasserstoffe und Sesquiterpenalkohole, wurden
ca. 150 g Koralle durch Wasserdampfdestillation extrahiert. Daneben konnte auch gleichzeitig
der Kohlenwasserstoff Pristan (Norphytan) (199) isoliert werden, der anhand seines Massen-
spektrums identifiziert wurde (s. Abbildung 135).

Die Inhaltsstoffe des Wasserdampfdestillats wurden zunéchst anhand ihrer Massenspektren
und Retentions-Indices (lineare Indices) mit der Massenspektrenbibliothek des Programms
,MassFinder 3 abgeglichen.!® Dabei wurden elf Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe
identifiziert (s. Abbildung 136 und Abbildung 137). Weitere 6 Substanzen (200 - 205)
konnten nicht anhand ihrer Massenspektren identifiziert und mussten zur vollstandigen NMR-
spektroskopischen Charakterisierung isoliert werden.

Der néchste Schritt bestand aus einer Gradientenchromatographie, in dem dieses Degtillat in
eine n-Pentan- sowie eine Ethylacetat-Fraktion aufgetrennt wurde (s. Abbildung 135 Mitte
und unten). Die Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe sowie 199 wurden in der unpolaren

n-Pentan-Fraktion und die oxygenierten Vertreter in der Ethylacetat-Fraktion wieder

gefunden.
Wasserdampf-Destillat
A 1 199
A A_AJM N l A A A A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200
199 n-Pentan-Fraktion mit Sesquiterpen-
M kohlenwasserstoffen und Pristan (199)
N MLU. A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
202
204
s01 | 203 Ethylacetat-Fraktion mit
oyxygenierten Sesquiterpenen
‘—J 205
A l |
4 6 8 10 12 14 16 18 rt(Min) 20

Abbildung 135: Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats (oben), der n-Pentan- (Mitte) und Ethylacetat-
Fraktion (unten) [Saule: HP-1, 30 m, Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C/min, 300 °C]
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Die Hauptkomponente der Pentan-Fraktion (200), vier Sesquiterpenalkohole (201 - 204) und
ein Acetat eines Sesguiterpenalkohols (205), wurden im néchsten Schritt durch préparative
Gaschromatographie isoliert. Es standen ausreichende Mengen fur deren NMR-spektrosko-
pische Strukturaufklérung zur Verfligung. Die Struktur von 202 konnte aufgrund zu geringer

Substanzmenge nicht aufgekléart werden.

? 200

200

209

207
206
8 85 0 05 10 105 1 15 n (Min)]'.Z
199
206 §-Elemen 213 Bourbon-11-en
207 Tamariscen 217 y-Gurjunen
208 Isoleden 219 Bicyclogermacren
210 B-Elemen 220 y-Guaien

211 Pacifigorgia-1,10-dien 223 7-epi-Cadina-1(10),11-dien

“ 212 Tritomaren 199 Pristan

1
6 8 10 12 14 16 18 rt(Min) 20

Abbildung 136: Gaschromatogramm der n-Pentan-Fraktion. Unbekannte Verbindungen sind mit einem ?
versehen. [Saule: HP-1, 30 m, Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C/min, 300 °C]

H -
— Z
206: 3-Elemen 207: Tamariscen 208: Isoleden 210: B-Elemen  211: Pacifigorgia-1(6),10-dien 212: Tritomaren
H
X
213: Bourbon-11-en 217: y-Gurjunen  219: Bicyclogermacren  220: y-Guaien 223: 7-epi-Cadina-1(10),11-dien

Abbildung 137: Bekannte Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe aus P. resedaeformis
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9.2.1. Isolierung und Identifizierung von zwei bekannten Kohlenwasserstoffen

Im Zuge der Isolierung einzelner Kohlenwasserstoffe durch préparative Gaschromatographie
wurden auch zwei durch MassFinder identifizierte Substanzen separiert und Bibliotheks-
vorschlége durch NMR-Spektren und Vergleich mit Literaturdaten bestétigt. Es handelt sich
dabei um B-Elemen (210)™°%'** und y-Gurjunen (217)"*.

14-CH3

a.cH, || 12:CHs

9-CH,

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 (ppm)
Abbildung 138: *H-NMR-Spektrum von p-Elemen (210) (hier abgebildet: (-)-B-Elemen) [500 MHz, Benzol-dg]

NMR-Daten desisolierten f-Elemens (210):

'H (500 MHz, CeDg): & = 0.98 (s, 3 H, 14-CHs), 1.38 (m, 1 H, 8-CHy;,), 1.40 (m, 2 H, 9-CH,), 1.53 (m,
1 H, 8-CHayp), 1.60 (M, 2 H, 6-CH,), 1.67 (s, 3 H, 12-CH3), 1.71 (S, 3 H, 3-CH3), 1.82 (m, 1 H, 7-CH),
1.92 (m, 1 H, 5-H), 4.68 (M, 1 H, 15-CHys), 4.82 (m, 2 H, 13-CH,), 4.91 (m, 1 H, 15-CHy), 4.96 (m,
2 H, 2-CH,), 5.80 (dd, 1 H, 1-CH)

3C (100.6 MHz, CsDe): & = 16.82 (g, C-14), 21.12 (q, C-12), 25.14 (g, C-3), 27.19 (t, C-8), 30.79 (s,
C-10), 33.34 (t, C-6), 40.17 (t, C-9), 46.03 (d, C-7), 52.99 (d, C-5), 108.82 (t, C-13), 110.12 (t, C-2),
112.59 (t, C-15), 147.70 (s, C-4), 150.08 (s, C-11), 150.55 (d, C-1)

Die hier verwendete Nummerierung der Sesquiterpen-Grundgertiste bezieht sich auf die in dem

Standardwerk von D. Joulain und W. A. Kénig gezeigten Grundgeriiste'®®

, wobei darauf hingewiesen
sei, dass diese Nomenklatur wiederum von der IUPAC-Nomenklatur abweicht und auch in der

Literatur keine einheitliche Bezeichnung der Sesquiterpene verwendet wird.
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12-CHg
14-CHg
15-CHg
2-CH, 8-CHan
13-CH, 9-CHaip
9-CHyy
4H / 8CHa
6-CH 3-CHy
H 1-H 10-H 7-H Uw

56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 (ppm)

Abbildung 139: *H-NMR-Spektrum von y-Gurjunen (217) (hier abgebildet: (+)-y-Gurjunen) [500 MHz,
Benzol-dg]

NMR-Daten des isolierten y-Gurjunens (217):

'H (500 MHz, CsDe): & = 0.88 (d, 3 H, 15-CH3), 1.03 (d, 3 H, 14-CH3), 1.2 (m, 1 H, 8-CHyz), 1.36 (m,
2 H, 3-CH,), 1.50 (m, 1 H, 9-CHyz), 1.63 (m, 1 H, 9-CHy), 1.63 (m, 1 H, 8-CHy), 1.69 (s, 3 H,
12-CHs), 1.75 (m, 2 H, 2-CH5), 1.84 (m, 1 H, 4-CH), 2.49 (m, 1 H, 7-CH), 2.90 (m, 1 H, 10-CH), 2.83
(m, 1 H, 1-CH), 4.94 (d, 2 H, 13-CH,), 5.52 (m, 1 H, 6-CH)

13C (100.6 MHz, CsD¢): & = 15.80 (g, C-15), 19.91 (g, C-14), 21.42 (g, C-12), 26.11 (t, C-2), 30.30 (t,
C-9), 33.56 (t, C-3), 34.10 (t, C-8), 34.18 (d, C-4), 41.39 (d, C-7), 46.07 (d, C-1), 47.95 (d, C-10),
111.32 (t, C-13), 122.90 (d, C-6), 146.59 (s, C-11), 150.61 (s, C-5)

Im Folgenden soll ndher auf die Isolierung und Strukturaufkldrung des unbekannten
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffs 200 und oxygenierter Verbindungen (201 - 205) einge-

gangen werden.
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9.3. Strukturaufklarung des Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffs 200

Die Hauptkomponente des Wasserdampfdestillats 200 wurde durch préparative Gaschromato-
graphie als Reinsubstanz isoliert und stand fur eine NMR-spektroskopische Strukturauf-
kl&rung in ausreichenden Mengen zur Verfligung.

200

Dichlormethanextrakt

199
durch Saulenchromatographie erhaltene
n-Pentan-Fraktion mit Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffen und Pristan (199)

200

Ober prap. Gaschromatographie
isolierte Hauptkomponente 200

& 10 16 20 25 30 3}/ rtMin) 40

Abbildung 140: Schrittweise Isolierung der Sesquiterpen-Hauptkomponente 200 fir die Strukturaufklérung
mittels NMR-Spektroskopie. [Saule: HP-1, 30 m, Temperaturprogramm: 50 °C, 10 °C/min,
300 °C]

Bel 200 handelte es sich um einen Sesguiterpen-Kohlenwasserstoff mit dem Molekular-

gewicht von 204 g/mol. Obwohl keine Hochauflésungsdaten fur die Summenformel vor-

liegen, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dieser Verbindung aufgrund ihrer

Polaritdt um einen Kohlenwasserstoff handeln muss, der die Zusammensetzung CisHog

besitzt. Das Massenspektrum dieser Verbindung ist in Abbildung 141 gezeigt.
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Abbildung 141: Massenspektrum von 200 (El, 70 V)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser Komponente ist in Abbildung 142 und dessen **C-
PENDANT-Spektrum in Abbildung 143 dargestellt. Im **C-PENDANT-Spektrum sind vier
olefinische Kohlenstoffatome erkennbar, bel denen es sich um eine olefinische Methylen-
gruppe (8¢ = 112.24 ppm), ein sp>-hybridisiertes tertidres (8¢ = 126.43 ppm) und um zwei
quartére Kohlenstoffatome (6¢ = 147.74 und 140.35 ppm) handelt.
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Abbildung 142: *H-NMR-Spektrum von 200 [500 MHz, Benzol-dg]. Die chemischen Verschiebungen der

Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von 1.0 - 1.8 ppm ist ver-
groRert dargestellt.”

CH3
CH 22.43| | CHg
126.43 20.35
CH
40.59 CHg
CH CH 22.02
44.79 31.23
CH
51.81
(JWWMW“:“,“ Hipowes W iy MM
Cq Cq
147.74 140.35
CHy CHy
32.39 31.46
_ CHy
2 CH, 35.68 CH,
3 112.24 29.18
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 (ppm)

Abbildung 143: *C-PENDANT-Spektrum von 200 [100.6 MHz, Benzol-dg].

*

Die Protonen von in Ringsystemen enthaltenen Methylengruppen sind in diesem und den folgenden

Spektren durch Linien miteinander verbunden. Die chemische Verschiebung des Signal schwerpunktes der
einzelnen Protonen und des zugehérigen Kohlenstoffatoms sind angegeben.
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Die elementare Zusammensetzung von CisHp4 entspricht vier Doppel bindungsaguival enten.
Im *C-PENDANT-Spektrum sind zwei Doppelbindungen (4 ol efinische K ohlenstoffatome =

2 Doppelbindungsaguivalente) zu erkennen, so dass fur 200 eine bicyclische Struktur

resultiert.
13 1
pos. [3CC) BCH) e 1 I IH IH-COSY HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [Hz]
1 | 4479 [151-154] 1H m 5-H C-2,C-3,C5 15-CH,
2 | 4059 [1.04-1.16| 1H m - C-1,C-3,C4,C10,C15 -
1.04-1.16] 1H m 3-H,, 4-CH, -
3 | 3568 C-1,C-2,C-4,C-5, C-6,
1.61-1.66| 1H m 3-H,, 4-CH, 10, 11, CA5
4 | 3p39 [L43-155] 1H m 3-CH,, 4-H,, 5-H C-2,C-3,C5 12-H,
1.66 - 1.75] 1H m 3-CH,, 4-H,, 5-H - -
C-1,C-3,C-4,C-6,C-7,
5 | 5181 | 254 |1H d 1-H, 4-CH,, 7-H C11. C12 13 7-H, 12-H,, 13-CHs
6 |140.35 - -
7 |12643| 534 |1H| s [BH,13CHy 14CHY C-L C5,C8,Co G4 | ot
8 | 31.23 [2.06-215| 1H m  |7-H, 9-CH,, 14-CH;|C-6, C-7, C-9, C-10, C-14 7-H, 14-CH,4
o | 3146 [0:99-104] 1H m 8-H, 9-Hp, 10-CH, | C-1,C-7,C-10, C-14 -
" [1.66-1.75] 1H m 8-H, 9-H,, 10-CH, -
10 | 2918 [1:04-1.16] 1H m 1-H, 9-CH,, 10-H, - -
1.94-2.01] 1H m 9-CH,, 10-H, C-1,C-2,C6,C7,C8 15-CH,
11 | 147.74 - - - - - -
12 | 11904491 [1H[ s(m) 12-H,, 13-CH, C-5,C6,C-11,C-13  [4-Hgp, 5-H, 7-H, 13-CH,
' 503 [1H| s(m) 12-H,, 13-CHs C-6,C-11, C-13 7-H, 13-CH,4
13 [ 2202 | 179 |[3H s 7-H, 12-CH, C-5,C-6,C-11,C-12 5-H, 7-H, 12-CH,
14 | 2243 | 097 |3H|[d,J=69 7-H, 8-H C-6,C-7,C-8,C-9 7-H, 8-H
15 | 2035 | 090 |3H|d J=6.0 2-H, 3-CH, C-1,C-2,C-3,C4 1-H, 3-H,, 10-H,,
Tabelle 49: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome und Protonen sowie enthaltene Kopplungs-

konstanten [*H: 500 MHz bzw. °C: 100.6 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im *H,'H-
COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.

Ausgangspunkt fur die Diskussion der NMR-Daten zur Strukturaufkl&rung des vorliegenden
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Abbildung 144: Partial-
struktur einer  Isopro-
penylgruppe, die aus
den HMBC-Daten abge-
leitet wurde.

Sesquiterpens ist das sp*hybridisierte Kohlenstoffatom C-12 (Scn, =
4.91 und 5.03 ppm / &¢c = 112.24 ppm), das anhand des HMBC-
Spektrums als Bindungsnachbar zum quartéren, olefinischen
Kohlenstoffatom Cg-11 (8¢ = 147.74 ppm) auszumachen ist. 12-CH;
und die Methylgruppe 13-CHs (4 = 1.79 ppm) sind tber Cy-11 zu
einer Isopropenylgruppe gebunden. Das Singulett zeigt eindeutig
deren Bindung an einem quartéren Kohlenstoffatom. Beide Gruppen,
sowohl die olefinische Methylengruppe als auch die Methylgruppe
13-CHs, zeigen Vicinalkopplungen (3Juc-Kopplungen) zu einem
(Ocq6

weiteren quartéren, olefinischen Kohlenstoffatom

140.35 ppm), das mit dem olefinischen Kohlenstoffatom C-7 (6¢c = 126.43 / 64 = 5.34 ppm)
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die zweite Doppelbindung bildet. Es kann damit das in Abbildung 144 wiedergegebene
konjugierte Dien als erste Substruktur abgel eitet werden.

Unmittelbar benachbart zu 7-H ist das Methinproton 8-H (64 = 2.11 ppm), an dessen
Kohlenstoffatom C-8 die Methylgruppe 14-CH3 (64 = 0.97
| ¢ = 22.43 ppm) gebunden ist. Diese Methylgruppe kann
ihre Umgebung durch Kopplungen im HMBC-Spektrum
identifizieren. So koppeln deren Protonen zum benach-
barten Kohlenstoffatom (C-8), aber auch in die Doppel-
bindung von C4-6 und C-7 und zu einer weiteren Methylen-
gruppe (9-CHy; dc.9 = 31.46 ppm). Die HMBC-Daten
werden durch Kopplungen im *H,'H-COSY -Spektrum

gestutzt. Es kdnnen anhand der intensiven Kopplungen von

-+—» 1HIH-cOSY 12

— > HMBC H

Abbildung 145: Weitere Strukturin- 8-H mit dem Methinproton 7-H und den Protonen der

formationen, die den "H,'H- und Methylengruppe 9-CH, diese Gruppen as unmittelbare

HMBC-Spektren zu entnehmen sind.

Nachbarn dieses Protons identifiziert werden. 9-CH,
wiederum weist zusitzliche 'H,'H-Kopplungen zu den benachbarten Protonen von
10-CH; (6y = 1.10 und 1.98 ppm / 8¢ = 29.18 ppm) auf, die diese beiden Methylengruppen
eindeutig al's benachbarte Gruppen identifizieren (s. Abbildung 145).

Wird die in Abbildung 145 hergeleitete Substruktur zu Grunde gelegt, muss das restliche
Molekil eine Methyl-, zwei Methylen- sowie drei Methingruppen
enthalten. Da es sich um ein bicyclisches System handelt, kann anhand
der bisher abgeleiteten Struktur wahrscheinlich von einem Siebenring mit

anellierten Funfring, also einem Bicyclo[5.3.0]decan-Grundgertst, ausgegangen werden

(s. kleine Abbildung).

Das 'H-NMR-Signal der verbleibenden Methylgruppe 15-CHs ist zu einem Dublett
aufgespalten, was eindeutig darauf hinweist, dass diese an einem tertiaren und nicht an einem
ringverbriickendem Kohlenstoffatom, welches dann quartérer Natur ware, geknipft ist. Das
'H,'H-COSY -Spektrum enthalt zudem Informationen Uber die verbleibenden Methylen-
gruppen (3-CH; und 4-CHy), deren vier Protonen untereinander starke Kopplungen zeigen
und somit benachbart sein missen. Geht man wiederum von dem bereits postulierten
Bicyclo[5.3.0]decan-Grundgertst aus, kann die Methylgruppe 15-CH3; und dessen benach-

bartes Kohlenstoffatom C-2 im Funfring nur direkt neben einem der beiden Brickenkopf-
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atome gebunden sein (s. Abbildung 146). Deren Position im Molekil konnte wiederum

anhand zweidimensionaler NM R-Spektren geklart werden.

V

V

Abbildung 146: Die Position der Methylgruppe 15-CH3z im Funfring kann sich aufgrund der benachbarten
Methylengruppen 3-CH, und 4-CH, im Finfring nur direkt neben einem der Briickenkopf-

atome befinden.

Zunéachst muss die Lage der zwel verbleibenden Briickenkopfprotonen 1-H und 5-H innerhalb
des Molekills, die aufgrund eines starken Kreuzsignals im *H,*H-COSY -Spektrum benachbart

sind, anhand des HM B C-Spektrums eindeutig zugeordnet werden.

Hierbei sind die Kopplungen der Methylgruppe 15-CHs in den Fiinfring sowie “Jy c-Kopp-

Abbildung 147: Wichtige Kopplungen im *H,'H- und
HMBC-Spektrum, die die Struktur des Funfrings und
die Verknipfung mit dem Siebenring zum Bi-
cyclo[5.3.0]decan-Grundgertist verdeutlichen.

lungen der in der Isopropylgruppe befind-
lichen Methyl- (13-CHsz) und der olefinischen
Methylengruppe (12-CH,) zu enem der
beiden  Brickenkopfatome hilfreich (s
Abbildung 147).

Die erwahnten “Jy c-Kopplungen der in der
| sopropenylgruppe gebundenen Protonen er-
kennen das tertiare Kohlenstoffatom bei o¢c =
51.81 ppm mit dem entsprechenden Proton
bei 6y = 2.54 ppm (Dublett). Es handelt sich
demnach bel diesem Kohlenstoffatom um
C-5.

Bel den Kopplungen der Methylgruppe
15-CH3 handelt es sich um Jy c-Kopplungen

zu C-1 und C-3 sowie “Jyc-Kopplungen zu

C-4. Das Kohlenstoffatom C-1 besitzt daher die chemische Verschiebung von 6c =

44.79 ppm, und das zugehdrige Proton entspricht dem Multiplett bel 64 = 1.49 ppm.

Kopplungen von der Methylgruppe 15-CH3 zu C-5 fehlen vollstandig.
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Auf der Basis dieser Interpretation, die ale NMR-Daten einbezieht, konnte fir das
vorliegende Grundgerust die in Abbildung 146 links gezeigte Struktur festgelegt werden. Es
handelt sich demnach um ein 1,6,8-trisubstituiertes Bicyclo[5.3.0] decan-Grundgerist.
Zusétzlich liefert 5-H anhand des *H,"H-COSY -Spektrums durch sein im *H-NM R-Spektrum
separiertes Signal bei 6y = 2.54 ppm wertvolle Strukturinformationen. Neben einer Kopplung
zum benachbarten Methinproton 1-H, ist eine Allylkopplung mit 7-H zu erkennen. Die
wichtigsten Informationen liefern die Kopplungen zu den beiden Methylenprotonen von
4-CH..

Somit sind das Bindungssystem des Funfrings und die VerknUpfungen zum Siebenring
geklart.

Dierelative Konfiguration wurde anhand von NOESY -Daten ermittelt.

10-Ha 14-CH3

3-H
13-CH3/ b3_Ha \

15-CH3

(ppm)

15-CHs 3
.
14-CH3

3-Ha—"
1-H
—

13-CH3

1.0

15

— 20
10-Hp

— 25

5-H

(ppm) 5.4 438 4.0 3.2 2.4 1.6 0.8

Abbildung 148: Ausschnitt aus dem NOESY -Spektrum von 200 [500 MHz, Benzol-dg]. Wichtige NOESY -
Wechselwirkungen sind markiert.

Zunéchst konnte anhand des NOESY -Spektrums die chemische Umgebung der |sopropenyl-
und der beiden Methylgruppen bestimmt bzw. mit den bereits gewonnenen Daten verglichen

werden.
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Die olefinischen Protonen im Substituenten sowie die Methylgruppe 13-CH3 zeigen deutliche
NOEs, die die beiden Protonen 5-H und 7-H in ihrer unmittelbaren Ndhe am Ringsystem
identifizieren. Weiterhin zeigt das olefinische Methinproton 7-H einen NOE zur Methyl-
gruppe 14-CHs.

Aufschlussreiche Informationen liefert zusétzlich die Methylgruppe 15-CHs, die die
Methylengruppen 3-CH, und 10-CH> in ihrer Umgebung aufweist. Zusétzlich zeigt 15-CHs
einen deutlichen NOE zum ringverbriickenden Methinproton 1-H, welches die Information
liefert, dass 1-H und 15-CH3 auf derselben Seite des Molekiils angeordnet sein missen.
Weiterhin zeigt die Methylgruppe Uber das Molekil hinweg eine NOE-Wechselwirkung zum
Bruckenkopf-Proton 5-H, so dass 1-H und 5-H ebenfalls auf der gleichen Seite des Molekils

angeordnet sein mussen.

Bel diesem  Sesguiterpen-Kohlenwasserstoff —mit  einem  1,6,8-trisubstituiertem
Bicyclo[5.3.0]decan-Grundgertst handelt es sich um ein bisher unbekanntes Sesquiterpen-
Skelett.

Das Grundgertst wird nach dem Namen der Koralle als Resedaeforman (224) benannt. Bel
dem konjugierten Dien 200 handelt es sich also um Resedaeforma-6,11-dien, dessen IUPAC-
Name 2,8-Dimethyl-6-(1-methylethenyl)-1,2,3,4,5,8,9,10-octahydroazulen bzw. 4,8-Di-
methyl-2-(1-methylethenyl)-bicyclo[5.3.0]dec-2-en lautet.

224 200

Abbildung 149: Das Bicyclo[5.3.0]decan-Grundgertist mit einem neuartigen 2,6,8-Trisubstitutionsmuster aus
P. resedaeformis mit der Bezeichnung Resedaeforman (224, links). Bel dem aus der Koralle
isolierten konjugiertem Dien handelt es sich demnach um Resedaeforma-6,11-dien (200,
rechts).
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Abbildung 150 zeigt Resedaeforma-6,11-dien (200) und die chemischen Verschiebungen der

einzel nen Kohlenstoffatome sowie die der enthaltenen Protonen.

152 0.90

20.35
10-CH, 44.79

1.10, 1.98
och,  M01%8
1.03,1.71 29.18

2-CH

31.46 1.10
40.59
14-CHsg 3-CH»
0.97 1.10, 1.65
22.43 35.68
31.23
4-CHo
7-CH Co6 1.49,1.71
5.34 q- 2.54 32.39
12643 140.35
13-CHj3
1.79
12-CHs 22.02
4.91, 5.03
112.24

Abbildung 150: Chemische Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome von Resedaeforma-6,11-dien
(200)
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9.4. Oxygenierte Verbindungen aus P. resedaeformis

Die nach Chromatographie des Wasserdampfdestillates erhaltene Ethylacetat-Fraktion enthalt
funf Verbindungen (201 - 205, Abbildung 151), die durch préparative Gaschromatographie
getrennt und deren atomare Zusammensetzungen durch hochauflésende Massenspektrometrie

bestimmt werden konnten.

Resedaeforma-6,11-dien (200)

Wasserdampf-Destillat

Ame

202

204 Ethylacetat-Fraktion
mit oxygenierten Sesquiterpenen
203
201
A 205
A I\ l ol
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 rt (Min) 20

Abbildung 151: Chromatographierte Ethylacetat-Fraktion, die finf oxygenierte Verbindungen enthalt (201 -
205) [Saule: HP-1, 30 m, Temperaturprogramm: 50 °C, 3 °C/min, 300 °C]

Da die Massenspektren nur wenige Informationen Uber deren Strukturen lieferten, wurde die
vollstandige NM R-spektroskopische Strukturaufklarung angestrebt. Unter Zuhilfenahme ein-
und zweidimensionaler NMR-Spektren konnte anhand der massenspektrometrischen Hoch-
auflésungsdaten die in den einzelnen Molekllen enthaltenen Doppel bindungsaguivalente,
Doppelbindungen und Ringe (s. Tabelle 50) ermittelt werden. Bei den ersten vier
Verbindungen handelt es sich um Sesquiterpenalkohole mit drei bzw. vier Doppelbindungs-
aquivalenten. Drei von ihnen sind bicyclisch (202, 203 und 204) und eine tricyclisch (202)".
Anhand ihres chromatographischen Verhatens und ihrer Massenspekiren konnen die
Verbindungen eindeutig als Alkohole identifiziert und z. B. Etherstrukturen ausgeschlossen
werden.

Fur 205 kann anhand der NMR-Daten die Struktur eines Acetates eines bicyclischen Sesqui-
terpenakohols festgestel It werden.

*

Aufgrund zu geringer Substanzmenge, konnten fir die tricyclische Verbindung keine aussagekréftigen
NMR-Daten erhalten werden. Es wird nur das *H-NM R-Spektrum abgebildet.
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Masse | Scan Ret_entions- Summen- Doppe!bindungs- Angahl quahl

index formel aquivalente Doppelbindungen Ringe
201 | 222 789 1503 CisHzs0 3 1 2
202 | 220 827 1540 CisH40 4 1 3
203 | 222 877 1589 CisHzs0 3 1 2
204 | 220 903 1615 CisH40 4 2 2
205 | 262 997 1710 Ci7H20; 5 3 2

Tabelle 50: Daten der hochaufgel 6sten Massenspektren fiir die Verbindungen 201 - 205.

9.4.1. Strukturaufklarung des Sesquiterpenalkohols 201

Bel 201 handelt es sich um einen Sesquiterpenalkohol mit der Summenformel C;sH260 und
der Masse von 222 g/mol, dessen Massenspektrum in Abbildung 152 gezeigt ist.

100+

%

139 CgH;50

C7H10 C15H260
112 < Q 222
T T
a3
O o
204 207
166 179 15|‘9
40 60 80 100 120 140 160 .1éo 200 220 mlz
Abbildung 152: Massenspektrum von 201 (El, 70 eV)
gefundene | kalkulierte [ Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] I
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
222 222.197 222.198 CisH260 1.8 8.2 3
207 207.173 207.175 CuH20 14 7.0 3.5
204 204.186 204.188 CisHos 1.8 8.8 4.0
189 189.164 189.164 CuHo 0.7 4.0 4.5
152 152.119 152.120 CioH10 13 8.8 3.0
139 139.115 139.112 CoH1s0 -2.3 - 16.8 2.5
112 112.092 112.089 C;H1,0 -3.4 -30.1 2.0
95 95.085 95.086 CHyy 12 12.2 2.5
69 69.071 69.070 CsHg -0.1 -14 15
55 55.056 55.055 CsH; -1.0 -17.9 15
41 41.040 41.099 CsHs -04 -95 15
Tabelle 51:
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Abbildung 153 zeigt das *H-NM R-Spektrum von 201.

CH»
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CH3 CHj
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Abbildung 153: *H-NMR-Spektrum des Sesquiterpenalkohols 201 [700 MHz, Benzol-dg]. Die chemischen
Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von
0.65 - 1.7 ppm ist vergréfert dargestellt.

Durch Integration der Signale sowie Abgleich mit dem HSQC-Spektrum werden in dieser
Verbindung zwei Methylgruppen bei 84 = 0.83 und 0.84 ppm nachgewiesen, die jeweils zu
einem Dublett aufspalten. Eine Methylgruppe bel 64 = 1.80 ppm tritt als Singulett auf. Des
Weiteren sind fiinf sp°-hybridisierte Methylengruppen im HSQC-Spektrum bei 8¢ = 24.93,
27.43, 35.30, 36.24 und 46.53 ppm erkennbar. Zusétzlich ist eine sp>hybridisierte Methylen-
gruppe bei ¢ = 112.15 ppm und deren Protonen bei 4.80 bzw. 4.88 ppm sichtbar. Das
Spektrum wird durch vier aiphatische Methinprotonen bei 6y = 0.57, 1.48, 1.64 und

1.74 ppm abgerundet.
Das HMBC-Spektrum liefert die Information, dass zwel quartare Kohlenstoffatome in dieser

Verbindung enthalten sind. Mit einer charakteristischen Verschiebung von ¢ = 71.64 ppm ist
eines der Kohlenstoffatome eindeutig an einem Sauerstoffatom (s. Hochauflsung) gebunden.
Bei 8¢ = 148.09 ppm ist das zweite quartdre und sp>-hybridisierte Kohlenstoffatom zu finden,
das mit der olefinischen Methylengruppe (6c = 112.15 ppm) eine Doppel bindung ausbildet.
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Anhand dieser NMR-Daten l8sst sich erkennen, dass nur ein Kohlenstoffatom sauerstoff-
gebunden ist. Da dieses ein quartdres K ohlenstoffatom ist, kann es sich bei dieser Verbindung
nur um einen tertiaren Alkohol handeln.

Durch hochaufgel ste Massenspektrometrie sind in dieser Verbindung drei Doppel bindungs-
dquivalente und durch das 'H-NMR- bzw. HMBC-Spektrum eine Doppelbindung nach-
weisbar. Damit weist 201 eine bicyclische Struktur auf. Tabelle 52 zeigt die Verschiebungen

der im Molekil identifizierten Protonen und K ohlenstoffatome.

13 1
pos. |3 (O 8(H) Int, J IH,'H-COSY HMBC NOESY
[Ppm] [ppm] [Hz]
ddd (df)
0.55 - 0.60 37 y _ 2 10 gl 3Ha 5Ha 7-H,
1 | 510 (axial) 1H J%:? = 1_1.33 5(2) 2-Ha 10-H  |C-2,C3,C-10,C-14| " 4 7y
HH = O
1.20-1.27 1H m 1-H, 3-H, C-3,C-4 -
2 | 249 1.60 - 1.67 1H m - - -
35.30 0.73-0.80 1H m 2-H, C-2,C4 15-CHs
' 1.60 - 1.67 1H m - - -
4 | 2784 1.60 - 1.67 1H m - - -
] dd (t)
067-0.72 H | 20,,=130 - C3,C4,C15 |1H,7-H, 15-CHs
(axid) :
5 | 4653 3 =130
1.60 - 1.67
(iquatorial) | M m - - -
6 | 7164 - C,-OH - - - -
1.72-1.76 dd
7 | 55.40 Nt H | 3yu=130 - C-6,C-8,C-9,C-15 | 1-H, 5-H, 9-H,
(axial) 3.
'JH,H =33
1.40-1.44
(dquatorial) 1H m 7-H, 8-Hp, 9-H, | C-6, C-7, C-9, C-10 -
ddddd (daq)
i 188-195 1H |5 0 =130 | 741 81, 0-H, | C-6,C-7,C-8, C-10 -
(axial) $I4n=13.0(2 R PTh S
SJH,H =39
o | 3624 0.94-1.00 1H m 8CH,, 10-H [ C-1,C-7,C-8,C-10 [1-H, 7-H, 14-CH,4
' 1.60 - 1.67 1H m - - -
10 | 3196 1.44-151 1H m 1-H, 9-H,, 14-CH,4 C9 C-14 -
11 |148.09 - - - - - -
4.80 1H brs - C7,C13 7-H, 8-Hy
12 ] 11215 4.88 1H brs - C7,C13 5-H, 13-CHs
13 | 2417 1.80 3H s - C6,C-7,C-11,C-12 5-H, 8-CH,
14 | 19.80 | 0.83 (&quatorial) | 3H d,J=68 9-H,, 10-H C-1,C-9,C-10 1-H, 9-H,
15 | 22.61 | 0.84 (dquatorial) | 3H d,J=77 4-H C-3,C-4,C-5 3-H, 5H,
Tabelle 52: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome (aus HSQC- und HMBC-Spektrum) und
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'H,*H-COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.



Als erste Teilstruktur konnte eine Isopropenylgruppe identifiziert werden. Diese enthélt die
Methylgruppe 13-CH3 (6 = 1.80 / 8¢ = 24.17 ppm) und die bereits
erwahnte Doppelbindung. Auf Grund der Singulettstruktur und
fehlender Kopplungspartner von 13-CHs im *H,*H-COSY -Spektrum
sowie intensiver Kopplungen im HMBC-Spektrum zum quartéren
Kohlenstoffatom Cg-11 (6c = 148.09 ppm) und zu der daran

gebundenen sp*hybridisierten Methylengruppe bei 8¢ = 112.15 ppm

Abbildung 154: Struk- ) _
turaufklarung einer enthal-  (12-CHy) konnten diese Strukturelemente einer |sopropenylgruppe

tenen I sopropenylgruppe

zugeordnet werden. Des Weiteren konnten aus den HMBC-Signalen
von 13-CH3 zwei weitere benachbarte Kohlenstoffatome identifiziert werden. Es existieren
ein intensives Kreuzsignal zu einem tertidren Kohlenstoffatom C-7 (6¢ = 55.40 ppm) und eine
schwache Kopplung zu einem quartéren, die Hydroxylgruppe tragenden, Kohlenstoffatom bei
dc = 71.64 ppm. Gestitzt werden diese Verknipfungen durch Kopplungen im HMBC-
Spektrum der ungeséttigten Protonen zum Kohlenstoffatom C-7, das Bestandteil eines der
Ringe sein muss.

Daneben sind im Molekil noch zwei weitere Methylgruppen enthalten, so dass das
bicyclische Grundgerust aus zehn K ohlenstoffatomen bestehen muss.

Im néachsten Schritt kann die chemische Umgebung der zwei weiteren Methylgruppen

(14- und 15-CHs) gekléart werden. Da
beide jeweils zu einem Dublett
G € (j Me aufspalten, liegt die Vermutung
H2C CH2 - 70 CH2 nahe, dass sie an tertiare Kohlen-
stoffatome gebunden sind. Die

\IVVVVV‘ WWW

Methylgruppe 15-CH3; kann tber das
?Atibl;:]o(ljufg é5H53 Die chemische Umgebung der Methylgruppen HMBC-Spektrum eindeutig benach-
bart zur CH-Gruppe (6c.4 = 27.84 ppm) angeordnet werden (s. Abbildung 155 links). Ein
intensives Kreuzsignal zwischen den Protonen der Methylgruppe und dem Methinproton im
'H,'H-COSY -Spektrum belegt diese Teilstruktur. Ausgehend von der Methylgruppe zeigen
weitere Kopplungen im HMBC-Spektrum zwei Methylengruppen (8z.ch, = 35.30 und 8s.cH, =
46.53 ppm) als direkte Nachbarn zu der fraglichen CH-Gruppe 4-CH.
Fur die Methylgruppe 14-CH; kann analog dazu Uber das HMBC-Spektrum die direkte
Umgebung identifiziert werden. Im Gegensatz zu 15-CHj3 sind zwei Kohlenstoffatome (8¢.10=

31.96 und &¢c1 = 51.0 ppm) und eine Methylengruppe (Sg.cH, = 36.24 ppm) als chemische
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Umgebung zuzuordnen. Der direkte Nachbar von 14-CH3 kann wiederum zweifelsfrei Uber

das 'H,"H-COSY -Spektrum as das Methinproton 10-H (8 = 1.48 ppm / 8¢ = 31.96 ppm)

zugeordnet werden. Bel dem zu 10-H benachbarten Methinproton handelt es sich um 1-H

(64 = 0.57 / 5¢c = 51.00 ppm) und bei der Methylengruppe um 9-CH; (3¢ = 36.24 ppm).

Somit wurden bisher ale Atome bis auf zwei Methylengruppen (8¢ = 24.93 und 27.43 ppm)

und das quartére Kohlenstoffatom bel 6c = 71.64 ppm diskutiert.

Weitere Informationen liefert das 'H,"H-COSY -Spektrum, durch das die beiden noch aus-
stehenden Methylengruppen zugeordnet werden

14 koénnen. Die Protonen der Methylengruppe 3-CH

(\H Me (5c = 35.30 ppm) sind tber das *H,H-COSY-
Spektrum denen bei 2-CH, (64 = 24.93 ppm) as

D benachbart zuzuordnen. Die zweite noch nicht

zugeordnete Methylengruppe (64 = 27.43 ppm)
kann ebenfalls Uber das zweidimensionale *H,'H-
NMR-Spektrum als unmittelbarer Nachbar der
bereits diskutierten Methylengruppe 9-CH, (6 =

Me
15

Abbildung 156: Uber das 'H,'H-COSY-
Spektrum identifizierte, benachbarte Protonen

36.24 ppm) identifiziert werden.

Ein Bindeglied bei den bisher diskutierten Substrukturen stellt das Proton 1-H dar, das
eindeutig anhand des *H,*H-COSY -Spektrums als unmittelbarer Nachbar der M ethylengruppe
2-CH; (8¢ = 24.93 ppm) auftritt. Somit ist jetzt bereits das in Abbildung 156 gezeigte
Strukturschema festgel egt.

Anhand von Abbildung 157 wird klar, wie die Isopropenylgruppe und das quartéare Kohlen-
stoffatom, das die Hydroxy-Funktion tragt, mit der hergeleiteten Substruktur zu einer
plausiblen Gesamtstruktur zusammengefigt werden kann.

Die hier verwendete Nummerierung der Sesquiterpen-Grundgeriiste bezieht sich wie bel den
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen auf die in dem Standardwerk von D. Joulain und W. A.

Konig gezeigten Grundgeriiste™®

, wobei darauf hingewiesen sei, dass diese Nomenklatur
wiederum von der |UPAC-Nomenklatur abweicht und auch in der Literatur keine einheitliche

Bezeichnung der Sesquiterpene verwendet wird.
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15

Abbildung 157: Das Uber zweidimensionale NM R-Spektren hergel eitete Grundgertist von 201.

Zusétzlich sind die wichtigsten Kopplungen im HMBC-Spektrum, die zur Strukturaufklarung
beitragen, in Abbildung 158 dargestel|t.
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Abbildung 158: HMBC-Spektrum des Alkohols 201 [700 MHz, Benzol-dg].
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Aus dem Protonenspektrum ist eine Reihe von Kopplungskonstanten zu entnehmen, die zur
Strukturaufkldrung beitragen und die das anhand zweidimensionaler NMR-Spektren
postulierte Decalin-Grundgeriist (Bicyclo[4.4.0]-System) untermauern.

Die Strukturen 201 - 205 wurden eindeutig als Decalin-Derivate identifiziert und durch
Betrachtungen von Kopplungskonstanten klar von Bicyclo[5.3.0.]-Systemen abgegrenzt. In
bestimmten Protonensignalen treten Kopplungskonstanten in der Groéfenordung von ca.
13 Hz auf, die, wie Tabelle 53 verdeutlicht, nur im Cyclohexan und davon abgeleiteten
Strukturen zu finden sind (Karplus-Beziehung). Es handelt sich dabei um die 1,2-trans-
diaxialen Kopplungen (180°-Kopplungen) zwei benachbarter Protonen in einem der Ringe.

Funfring-Derivate Sechsr \I]n[?-llzj]er ivate
2 5 ! [-H%] “Jgem ~11 bis- 14
Jgem 8 his- 18 5 )
33 i Jax,ax 8 bis 13
Jms 5his10 3, T
%Jrans 5bis 10 e 2 b:: °
ag.4q

166

Tabelle 53: Kopplungskonstanten in aicyclischen Funfring- und Sechsring-Derivaten

Das Signa des Protons 1-H (64 = 0.58 ppm) spaltet zu einem ddd-System auf und enthalt
zwei Kopplungskonstanten von je 11.3 Hz und eine von 3.5 Hz. Da das Methinproton 1-H mit
drei Protonen koppelt (2-CHaap und 10-H), entsprechen die zwel grof3en Kopplungs-
konstanten der fir gesdttigte Sechsringsysteme typischen vicinalen trans-1,2-diaxialen
Kopplungen. Diese sind in der GroRenordnung von 8 bis 13 Hz anzutreffen.'®® Demnach
muss 1-H axial angeordnet sein, das mit zwei weiteren axialen Protonen (10-H und 2-CHa/x)
und dem verbliebenen &quatorial standigen Proton der Methylengruppe 2-CH, koppelt.

Das Proton 5-CHy, bel 6y = 0.7 ppm erzeugt ein Triplett (dd-System) mit demnach zwei
gleich grofien Kopplungskonstanten von je 13 Hz. Da dieses Proton nur zwei Kopplungs-
partner besitzt (5-CHyp und 4-H), kann es sich hierbei wiederum nur um ein axial-standiges
Proton handeln, das eine Geminalkopplung (3Jux-Kopplung) zu 5-CHap und erneut eine
Vicinalkopplung (3J44-Kopplung) zum trans-1,2-diaxial-standigen Methinproton 4-H mit
gleich grof3em Betrag von 13 Hz erzeugt. Die Methylgruppe 15-CHj ist somit aquatorial
angeordnet.

Weitere wichtige Informationen liefern die separierten Signale der beiden Protonen von
8-CH, (6 = 1.42 und 1.92 ppm) und das Signal, welches vom benachbarten Methinproton
7-H (6n = 1.74 ppm) erzeugt wird. Bei dem Signal von 7-H handelt es sich um ein klassisches
dd-System mit zwei Kopplungskonstanten von 13.0 und 3.3 Hz, wobei die grof3e Konstante
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durch eine *J,n-Kopplung mit dem axial und die kleine Kopplungskonstante mit dem
aguatorial angeordneten Proton der Methylengruppe 8-CH, herriihrt. 7-H ist daher ebenfalls
ein axiales Proton. Diese Aussage kann man anhand von Kopplungskonstanten verifizieren,
die sich in den beiden separierten Signalen von 8-CH, wieder finden lassen. Das Proton bel
oy = 1.92 ppm (8-CHgyp) enthélt vier Kopplungskonstanten, wovon drei mit je 13.2 Hz
auftreten, bei denen es sich um eine Geminalkopplung (mit 8-CHys) und zwel Vicinal-
kopplungen handelt. Diese Kopplungen sind nur dann méglich, wenn 8-CHyy, axial ange-
ordnet ist. Die kleine Kopplung entspricht der zum benachbarten &quatorialen Proton der
Methylengruppe CH»-9. Eine korrelierbare Aussage liefern die Kopplungskonstanten im
Signal 8-CHy,, das dann nur eine agquatoriale Stellung einnehmen kann. Die grof3e Konstante
(13.2 Hz, 234 w-Kopplung) entspricht der Geminalkopplung mit 8-CHa» und die drei kleinen
Kopplungskonstanten von 3.3 Hz entsprechen den 1,2-&guatorial-axialen Kopplungen zu
7-Hax, 9-CHajax Und 9-CH .

Zur Bestimmung der relativen Konfiguration wurde das NOESY -Spektrum herangezogen. Bis
auf die raumliche Anordnung der Hydroxylgruppe an C-6 konnte die der restlichen Substi-
tuenten eindeutig definiert werden (s. Abbildung 159).

Ein deutlicher NOE zwischen der Methylgruppe 14-CH3 und dem Methinproton 1-H beweist
die relative Konfiguration an C-10. Gleichzeitig zeigt 1-H wiederum Uber den Sechsring
einen NOE zum Methinproton 7-H, aus dem die aquatoriale Anordnung der |sopropenyl-
Gruppe an C-7 folgt. Damit kann festgelegt werden, dass diese drei Gruppen auf derselben
Seite des Molekll stehen muissen.
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Abbildung 159: NOESY -Spektrum des Alkohols 201 [700 MHz, Benzol-dg]. Anhand der markierten Kreuz-
signale kann die relative Konfiguration bestimmt werden.

Die Konfiguration der Methylgruppe 15-CHj3 lésst sich dagegen nur Uber Umwege Uber die
Hochfeld verschobenen Methylenprotonen 3-H,, 5-H, und 9-H, bestimmen.

Das Proton 9-H, zeigt deutliche NOEs zu 14-CH3; sowie 7-H, womit dieses ebenfalls auf der
Seite dieser beiden Gruppen angeordnet ist.

1-H und 7-H weisen wiederum Wechselwirkungen mit 3-H, bzw. 5-H, auf, und gleichzeitig

ﬂv H zeigt 1-H eine NOE-Wechselwirkung zu
1. Chs
Y it h, He ! 5-H,. Da nun aber sowohl 3-H, als auch
N HO 5-H, einen deutlichen NOE zu 15-CHs
HsC
: Cohe e Cafts zeigen, muss diese Methylgruppe ebenfalls
OH H

He! wie 1-H, 7-H und auch 14-CHs auf einer
Seite des Molekils angeordnet sein. Da 1-H zu einem Dublett von einem Triplett aufspaltet
und zwel grol3e trans-diaxiale Kopplungskonstanten von 11.3Hz und nur eine kleine
K opplungskonstante von 3.5 Hz aufweist, zeigt dies die axiale Position dieses Protons an. Die
Ringe sind auf Grund der Kopplungskonstanten des Protons 1-H am Brtickenkopfatom und
der NOEs in dessen Umgebung trans-verknupft. Aufgrund zweier grol3er Kopplungs-
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konstanten (13.2 Hz) im Signal von 8-Hy, kénnen zwei benachbarte axiale Protonen (7-H und
9-H,) festgestellt werden, so dass die Isopropenyl-Gruppe an C-7 aquatorial und das Proton
7-H folglich axial angeordnet sein missen.

Es zeigt sich anhand dieser Diskussion eine sehr gute Uberseinstimmung der aus dem
NOESY -Spektrum und anhand von Kopplungskonstanten des Protonenspektrums ge-
wonnenen Daten.

Anhand der NOE-Betrachtungen kann fir 201 ein Cadinan-Grundgeriist zugrunde gelegt
werden (s. Abbildung 160). Aufgrund der Substituentenanordnung scheiden sowohl ein

Amorphan- as auch ein Muurolan-Grundgerust aus.

H H
H i H
N

Cadinan Amorphan Muurolan

Abbildung 160: Fir 201 kommt aufgrund von NOE-Betrachtungen nur ein Cadinan-Grundgerist in Frage.

Mit Hilfe der aus dem Protonenspektrum entnommenen Kopplungskonstanten und der NOE-
Daten kann abschlieffend das Decalin-Grundgertst, wie in Abbildung 161 gezeigt, dargestellt

werden.

2J44, 1 (8-Hax - 8-Hzq) = 13.0 Hz
3344 (1-Hax - 10-Hg) =113 Hz  3JnH (8-Hax - 7-Hgy) = 13.0 Hz
33y (I-Hax - 2-Hay) =11.3Hz  3Jpp (8-Hax - 9-Hay) = 13.0 Hz
33 n (1-Hay - 2-Hgq) = 3.5 Hz 33 (8-Hax - 9-Hyq) = 3.9 Hz

23441 (8-Hag - 8-Hay) = 13.0 Hz
8y (T-Hax - 8-Ha) =128 Hz B3Iy (8-Hag - 7-Hay) = 3.0 Hz
3Jnn (7-Hay - 8-Haq) = 3.3 Hz 331 (8-Haq - 9-Hag) = 3.0 Hz

33444 (B-Hyg - 9-Hay) = 3.0 Hz

Abbildung 161: Zur Veranschaulichung sind die Kopplungen nicht Uberlagerter Signal e des Protonenspektrums
graphisch dargestellt. Die Kopplungskonstanten sind angegeben.

164



Es handelt sich bei 201 daher um 11,12-Dehydrocadinan-6-ol, dessen NMR-Daten ab-
schlieffend in Abbildung 162 gezeigt sind.

14-CHg
1-CH g3
057 1980

9-CH,
0.96, 1.91
36.24

8-CH,
1.42,1.91

27.43 15 cp,

5-CH 4.80, 4.88
22.61 27.84 069101 QH 112.15
46.53 H
7-CH
cp e 13-CHg
40 180
24.17

Abbildung 162: Chemische Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome von 11,12-Dehydrocadinan-
6-ol (201)
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9.4.2. Massenspektrum und NMR-Daten eines unbekannten

Sesquiterpenalkohols 202

tricyclisc

hen

202 ist ebenso wie 201 ein Sesquiterpenakohol, der jedoch zwel Wasserstoffatome weniger

enthdt. Das Molekilion weist die Zusammensetzung CisH24O mit insgesamt vier Doppel-
bindungsaquivalenten auf. Anhand der NMR-Daten (*H-NMR- sowie HMBC-Spektrum)

konnte nur eine Doppelbindung identifiziert werden, so dass diese Verbindung tricyclisch

aufgebaut sein muss. Das Massenspektrum von 202 ist in Abbildung 163 dargestellt.

100

162 Cy,Hyg
81
% A 91 913?5\107 C15H240
N7 121 220
a1 P 95 135 947 o  CuaMz©
119 8 3 Q205
~ 149 L L%
133 4 SNS)
o h 178 1(5)73%1
202
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 m/z
Abbildung 163: Massenspektrum von 202 (El, 70 eV)
gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] L
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
220 220.180 220.183 CisH240 3.1 14.0 4.0
205 205.163 205.159 CuH0 -3.8 -18.3 4.5
202 202.176 202.172 CisHo -4.1 - 20.5 5.0
191 191.182 191.180 CyHos -2.2 -11.6 3.5
189 189.165 189.164 CyHo -0.8 -4.3 45
187 187.149 187.149 CyHio -04 -20 5.5
178 178.135 178.136 CoH10 0.8 4.8 4.0
162 162.145 162.141 CpoHig -3.7 -23.0 4.0
147 147.117 147.117 CyHis 0.1 0.5 45
135 135.118 135.117 CioH1s -04 -3.1 35
121 121.106 121.102 CoHys -39 -32.0 35
119 119.086 119.086 CoHyy 0.1 1.0 4.5
95 95.088 95.086 CHy -21 -21.7 25
93 93.071 93.070 C;Hg -0.9 -96 35
81 81.070 81.070 CeHg 0.8 9.7 25
69 69.070 69.070 CsHg -0.1 -0.8 15
67 67.055 67.055 CsH; -0.1 -1.8 25
55 55.055 55.055 CsH; -0.7 -12.2 15
41 41.002 41.003 C,HO 04 10.5 25
Tabelle 54: Atomare Zusammensetzung des Mol ekiilions und wichtiger Fragmentionen von 202
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CH3
1.34
21.40

CHg
CH, 1.01
0.97, 1.58 23.32
34.62 CHg
1.34
CH, 21.40
1.02, 1.69
31.15
CH,
0.98, 1.86
CH3
28.92 1.01
cH, 23.32
1.09, 1.94
29.34
CHj
0.86

18.46

1.90 1.80 1.70 1.60 1.50 1.40 1.30 1.20 1.10 1.00 (ppm)

CH
5.56
126.82
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Abbildung 164: 'H-NMR-Spektrum des Sesquiterpenalkohols 202 [700 MHz, Benzol-d¢]. Die chemischen

Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von
0.9 - 2.0 ppm ist vergrofRert dargestellt.

13 1
Pos. 8 (°C)] 8(H) Int. J
[ppm] | [ppm] [HZ]
C-1] 18.46 0.86 3H |d,J=59
C-2| 21.40 1.34 3H s
C-3| 23.32 1.01 3H |d,J=71
095-1.00] 1H m
C4| 2892 Ho 18] 1 m
1.06-111] 1H m
C5| 2934 Hopr107] 1H m
C-6| 3101 [209-215] 1H m
1.02-1.03] 1H m
C7| 315 Nt i71] aH m
0.95-1.00] 1H m
C8| 3462 I 5 18] 1H m
C-9] 40.05 [1.00-1.03] 1H m
C-10| 44.24 [1.36-1.41] 1H m
C-11] 4897 [1.84-1.88] 1H m
C-12| 51.36 |2.30- 2.35|CH,-OH dd
C-13| 56.76 - - -
C-14/126.82| 556 1H s
C-15] 138.50 - - -
Tabelle 55: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome (aus HSQC- bzw. HMBC-Spektrum) und

Protonen sowie enthaltene K opplungskonstanten von 202. [700 MHz, Benzol-dg]

Aufgrund von Verunreinigungen, zu geringer Substanzmenge sowie starker Signallber-
lagerungen in den 2D-NMR-Spektren, konnte fur diese Verbindung kein Strukturvorschlag

erarbeitet werden.
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Es konnten aber trotzdem anhand der Daten qualitative Aussagen Uber die Struktur gewonnen
werden. Man kann annehmen, dass dieses Molekil Uber kein gespanntes Ringsystem (Drei-
oder Vierringe) verfigt, da die charakteristischen Hochfeld verschobenen Protonen (ca. 0.2 -
0.6 ppm) fehlen. Weiterhin konnen im HMBC-Spektrum keine Kreuzsignale detektiert
werden, die auf eine Isopropyl- oder Isopropenyl-Gruppe hindeuten. Die Methylgruppe bel
dn = 1.34 bzw. dc = 21.40 ppm ist aufgrund ihrer Multiplizitdt (Singulett) an ein quartares
Kohlenstoffatom (3¢ = 56.76 ppm) gebunden. Weder die Methylgruppe bei 6c = 18.46 ppm
noch die bei 6¢c = 23.32 ppm sind gleichzeitig an dieses quartére Kohlenstoffatom gebunden.
Siesind in jedem Fall mit zwei verschiedenen tertidren Kohlenstoffatomen verknipft.

Die Doppelbindung ist in das Ringsystem integriert, wobel diese dreifach substituiert sein

muss, da nur ein olefinisches Proton zu erkennen ist.
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9.4.3. Strukturaufklarung des Sesquiterpenalkohols 203

Wie die zuvor besprochene Verbindung 201 ist 203 ein einwertiger Sesquiterpenalkohol mit
der Zusammensetzung von CisH260 und dem Molekulargewicht von 222 g/mol. 203, dessen

Massenspektrum in Abbildung 165 abgebildet ist, enthdlt damit drei Doppelbindungs-

aquivalente.

100 -

%

165 C;4H,70

40 60 80 100 120 140 160 180
Abbildung 165: Massenspektrum von 203 (El, 70 eV)
gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] ppet
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
222 222.200 222.198 CisH60 -17 -75 3.0
204 204.184 204.188 CisHazs 4.1 20.1 4.0
189 189.167 189.164 CiHp -25 -13.2 45
175 175.148 175.149 CizHig 1.2 6.7 45
165 165.131 165.128 CyH:,O -29 -17.8 35
161 161.140 161.133 CioHiz - 6.6 -41.0 45
149 149.130 149.133 CuHiz 2.8 18.9 35
136 136.127 136.125 CioH16 -13 -9.7 3.0
107 107.087 107.086 CsHuy -11 -104 35
105 105.072 105.070 CsHy -13 -125 45
95 95.086 95.086 C/Hu 0.0 -05 25
81 81.069 81.070 CsHo 1.7 21.2 25
79 79.053 79.055 CeH- 1.7 21.1 35
69 69.071 69.070 CsHg -0.2 -2.6 15
55 55.055 55.055 C,H-; -0.3 -6.0 15
53 53.039 53.039 CsHs 0.1 2.6 25
43 43.019 43.018 C,H30 -04 -87 15
41 41.004 41.003 C,HO -12 -19.9 25
Tabelle 56: Atomare Zusammensetzung des Molekiilions und wichtiger Fragmentionen von 203
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Das Molekilion m/z 222 spaltet Wasser zu m/z 204 mit der Zusammensetzung C;sH»4 ab. Der
Basispeak m/z 165 besitzt die Summenformel C13H170 mit 3.5 Doppel bindungsaquival enten.
Das "H-NMR-Spektrum von 203 ist in Abbildung 166 gezeigt.

CH,
1.06, 1.84 CH3

33.31 1.93
‘ 25.79

’ CH»
1.17,1.90
26.88 CHy || CHs
0.91 ||| o0.88
17.42 ||| 15.49

CH
1.95
28.12

CH»
0.89, 1.64
31.94

1.90 1.80 170 1{60 1.50 1.40 1.30 1.20 1.10 (ppm)
CHZ

113.12 CH»
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Abbildung 166: *H-NMR-Spektrum des Sesquiterpenalkohols 203 [700 MHz, Benzol-dg]. Die chemischen
Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von
1.0- 2.0 ppmist vergrofert dargestellt.

Durch Integration der Signale lassen sich die 26 Protonen, die durch die MS-Hochauflsung
ermittelt wurden, wie folgt zuordnen: Zunéchst sind wieder drei Methylgruppen bei 64 = 0.88,
0.91 und 1.93 ppm zu erkennen, wobei die beiden Hochfeld verschobenen zu je einem
Dublett aufgespalten sind. Die dritte tritt als Singulett auf, und das entsprechende Kohlen-
stoffatom besitzt eine chemische Verschiebung von &¢ = 25.79 ppm.

Des Weiteren sind vier aliphatische Methingruppen sowie funf aliphatische Methylengruppen
erkennbar. Bereits eine Doppelbindung kann anhand des *H-NMR-Spektrums eindeutig an
den zwei olefinischen Methylenprotonen bei 6y = 4.93 und 5.14 ppm erkannt werden. Das an
diese sp*-hybridisierte Methylengruppe gekniipfte K ohlenstoffatom ist quartar und weist eine
Verschiebung von &¢c = 149.47 ppm auf. Anhand des HMBC-Spektrums kann bereits jetzt
festgestellt werden, dass diese Doppelbindung die einzige in diesem Molekdl ist und dass 203
bicyclisch sein muss. Bei der Bilanzierung der Kohlenstoffatome kann ein weiteres quartéres,

aliphatisches Kohlenstoffatom bei 6c = 73.05 ppm detektiert werden, das aufgrund seiner
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charakteristischen chemischen Verschiebung die Hydroxy-Funktion tragen muss. Tabelle 57

zeigt die Verschiebungen der im Molekl identifizierten Protonen und K ohlenstoffatome.

13 1
Pos. ?p(pr(r?]) ?pfo:% Int. [HJZ] HH-cOSY|  HMBC NOESY
1 | 7305 - C,OH - - - -
0.87-0.90| 1H m 2-Hy, 3-CH, - -
2 | 3% e 166 iH m 2-H,, 3-CH, C3 6-H
1.13-1.20
(@ia) | M m 2-CHy, 4-H c1 15-CHs
3 | 26.88 dddd
é'gfa't ;&2) 1H | %344=136 | 2-CHy, 3-H, - 15-CHs
3
‘]H,H =42 (2)
4 [ 2812 ]1.93-1.96] 1H m - - -
i ddd (t)
(1..'03 - ;f;% H | 2,,=158 5-H, C1,C6 7-H, 12-Hy, 15-CHs
aq 3Jun=30(3)
5 | 3331 ddd
1.81-1.87 2Jyn =130
(aia) | M 9 =130 4-H, 5H, C-3,C-6,C-15 -
3Jyu=48
ddd
1.76 - 1.80 ¥Jun =135
6 | 3310 | " iay | N 64 5-H,, 7-H - 2-Hy, 14-CHs, 15-CH;
SJH,H =32
ddd (t) C-1,C-6,C-8,
7| 4439 |205-209| H |gy g @ 6-H, 8-Hy, C-11. 019, 043 | 5Har 6-H, 12-Hp, 13-CHs
8 | 2485 | L58-162] 1H m 7-H, 9-CH,, - 13-CH,
> [1.68-1.74] 1H m 7-H,9-CH, |[C-6,C-7,C-10,C-13 12-H,, 14-CH,
113-1.2
(3quatorial) 1H m 8-CH,, 9-H, C-10 12-H,, 14-CH,
9 | 26.16 dddd
2:(5;(' 312')43 1H |24 =14.0(2)| 8-CHy, 9-H,, (oX:) 12-H,, 13-CH,4
3 —
Jun = 4.5 (2)
10 | 39.88 |1.50-155| 1H m 9-CH,, 14-CH;| C-1, C-6, C-8, C-14 15-CHj
11 | 149.47 - - - - - -
4.93 1H s 13-CH, C7,C13 13-CH,
12 | 11812 —54 1H s 13-CH, C7,C13 5-H,, 7-H, 8-Hy, 9-CH,
13 | 25.79 1.93 3H s 12-CH, |C-6,C-7,C-11, C-12|5-H,, 7-H, 8-H, 9-H, 12-H,
14 | 15.49 0.88 3H d,J=72 10-H C-1,C-9,C-10 6-H, 8-Hy, 9-H ,,10-H
15 | 17.42 0.91 3H d,J=73 4-H C3,C5 3-CH,, 5-H,, 6-H, 10-H
Tabelle 57: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome (aus HSQC- bzw. HMBC-Spektrum) und

Protonen sowie enthaltene Kopplungskonstanten [700 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im
'H,*H-COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.

Auch hier eignet sich die as Singulett auftretende Methylgruppe 13-CH3 (6 = 1.93/ 6¢ =

25.79 ppm) a's Ausgangspunkt fur die Strukturaufkl&rung. Das HMBC-Spektrum ergibt, dass

diese aus dem quartéren Kohlenstoffatom Cg-11 (3¢ = 149.47 ppm) und der sp’-hybridisierten

Methylengruppe 12-CH, (¢ = 113.12 ppm) gebildeten Vinylgruppe, zu einer I1sopropenyl-

gruppe verknipft ist. Die alylischen Kopplungen der Methylgruppenprotonen zu den

olefinischen Protonen im *H,*H-COSY -Spektrum unterstreichen diese Aussage.

Sowohl 13-CHj3 als auch 12-CH, zeigen im HMBC-Spektrum intensive Kopplungen zu einem

tertigren Kohlenstoffatom C-7 (8¢ = 44.39 ppm). Es ist zusédtzlich noch eine schwache
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Kopplung im HMBC-Spektrum von der Methylgruppe 13-CH3 zu einem weiteren tertidren
Kohlenstoffatom bei C-6 (¢ = 33.10 ppm) erkennbar. Die Kopplung im *H,*H-COSY-
Spektrum zwischen 7-H und 6-H zeigt deren unmittelbare Nachbarschaft an.

Auch die beiden weiteren Methylgruppen zeigen im HMBC-Spektrum charakteristische
Kopplungen, die tber deren chemische Umgebung wertvolle Informationen liefern. Da sie
beide zu Dubletts aufgespalten sind, ist davon auszugehen, dass sie jewells mit einem
Methinproton koppeln. Diese Beobachtungen kénnen neben dem HMBC-Spektrum auch
anhand der direkten Kopplung der Protonen der Methylgruppen mit den benachbarten
Methinprotonen im *H,*H-COSY - Spektrum beobachtet werden.

7 SCH, H,C7 * SCH,

\NV\|IVV‘MA|MI‘

Abbildung 167: Uber das HMBC- und *H,'H-COSY-Spektrum ermittelte chemische Umgebung der drei
Methylgruppen.

Die Methylgruppe 14-CH3 (64 = 0.88 ppm) koppelt im HMBC-Spektrum intensiv mit drei
K ohlenstoffatomen bei 8¢ = 26.16, 39.88 und 73.05 ppm. Gestiitzt durch das *H,*H-COSY -
Spektrum kann damit festgestellt werden, dass 14-CH3 an das Kohlenstoffatom C-10 (d¢ =
39.88 ppm) gebunden ist. Demnach liegt das quartére, die Hydroxy-Funktion tragende
Kohlenstoffatom mit der Verschiebung von Cy-1 (8¢ = 73.05 ppm) in unmittelbarer Nahe von
14-CHs.

Anhand des *H,'H-COSY -Spektrums kann der direkte Kopplungspartner der Methylgruppe
15-CH3 as das Methinproton 4-H (64 = 1.95 ppm) identifiziert werden. Die zwei daran
geknipften Kohlenstoffatome weisen die chemischen Verschiebungen von 8¢ = 26.88 und
33.31 ppm auf. Es handelt sich dabei um die zwei Methylengruppen 3-CH, und 5-CH,.
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Das Methinproton 7-H ist durch seine zahlreichen Kopplungen im HMBC-Spektrum fir die
Strukturaufkldrung sehr hilfreich. Auch 7-H koppelt sowohl mit den Kohlenstoffatomen
Cqy-11, C-12 und C-13 der Isopropenyl-Seitenkette al's auch
mit seinem Nachbarn C-6. Zusétzlich sind zwel weitere
intensive Kopplungen zum quartdren Kohlenstoffatom
Cq-1 (8¢ = 73.05 ppm) und zur Methylengruppe 8-CH,
(6c = 24.85 ppm) sichtbar. Durch zusétzliche Kopplungen
im *H,'H-COSY-Spektrum kann die Methylengruppe

8-CH,, a's unmittelbarer Nachbar zu 7-H erkannt werden.

Abbildung 168: 7-H zeigt fur die
Strukturaufklarung im HMBC-und - Bijs auf die zwei Methylengruppen 2-CH, (8¢ =

'H,*H-COSY -Spektrum  wichtige

Kopplungen 31.94 ppm) und 8-CH; (8¢ = 24.85 ppm) sind damit alle
Atome des Molekils diskutiert worden. Durch intensive Kopplungen der vier Protonen der
Methylengruppen 8-CH, und 9-CH. (8¢ = 26.16 ppm) im *H,*H-COSY -Spektrum kénnen
diese eindeutig als benachbart betrachtet werden. Aufgrund von intensiven Kopplungen im
'H,'H-COSY -Spektrum kénnen die Methylengruppen 2-CH; (8¢ = 31.94 ppm) und 3-CH,
(8¢ = 26.88 ppm) a's unmittelbare Nachbarn angesehen werden.

Da wie 201 auch diese Verbindung bicyclisch ist und die beiden Methyl- sowie die
I sopropenylgruppe nicht unmittelbar am Aufbau des Ringsystems beteiligt sind, bilden die
restlichen 10 Atome die zwel Ringe.

Das Grundgertst kann abschlieffend anhand von Kopplungen im HMBC-Spektrum und
restlicher Kopplungen im *H,*H-COSY -Spektrum eindeutig als zwei miteinander anellierte
Sechsringe identifiziert werden.

Dazu gehdren die Kopplungen im HMBC-Spektrum der Methylengruppen zu den wichtigen
(ringverbriickenden) tertidren- oder quartéren Kohlenstoffatomen (s. Abbildung 169). Einen
grof3en Beitrag liefert die Methylengruppe 8-CH,, die mit alen tertidren Kohlenstoffatomen
(C-6, C-7 und C-10) innerhalb ihres Ringes koppelt. Das Gleiche gilt fur das bereits
diskutierte Proton 7-H.

Im zweiten Sechsring liefern 3-CH, und 5-CH, entscheidende Hinweise Uber deren

chemische Umgebung.
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Abbildung 169: HMBC-Spektrum des Alkohols 203 [700 MHz, Benzol-dg]. HMBC- und *H,*H-COSY -K opp-
lungen sind eingezeichnet.

Anaog zu 201 liegt bei 203 wiederum ein anelliertes Sechsring-Sechsring-System vor,
welches anhand von 1,2-trans-diaxialer Kopplungskonstanten im *H-NM R-Spektrum identi-
fiziert werden kann.

Eine entscheidende Rolle spielt das Methinproton 6-H des zugehorigen Briickenkohlenstoff-
atoms C-6, welches ein ddd-Kopplungsmuster durch drei benachbarte Protonen (5-CH; und
7-H) aufweist. Darin sind drel Kopplungskonstanten enthalten (13.4 Hz, 6.4 Hz und 3.2 Hz),
die nur von einem axia-sténdigen Proton erzeugt werden kénnen, so dass es sich wieder nur
um eine trans-1,2-diaxale (Kopplung von 13.4 Hz mit 5-CHys) und um zwe 1,2-axial-
aquatoriale Kopplungen mit 5-CHysq und 7-Hy handeln kann. Die Anwesenheit weiterer fr
Cyclohexansysteme charakteristische Kopplungskonstanten von deutlich Gber 12 Hz kénnen
in den Signalen 5-CHyx (84 = 1.06 ppm), 5-CHyp, (84 = 1.84 ppm), 3-CHayp (81 = 1.90 ppm)
und 9-CHap, (81 = 2.40 ppm) gefunden werden.

Dabel kann wiederum 5-CHy,, dessen Signal nur eine grofde (15.8 Hz) und drel kleine
Kopplungen (3 Hz) enthalt, nur ein einer 234 4-Kopplung mit Proton 5-CHa, koppeln. Proton
5-CHy, ist daher &guatorial- und 5-CHyyp axia-standig. Das NMR-Signal des erwéhnten,
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axial-standigen Protons 5-CHaya enthélt neben der Geminalkopplung zu 5-CHyzxg (13 Hz)
weitere K opplungskonstanten mit 13 Hz und 4.8 Hz. Da 6-H axial angeordnet ist (Diskussion
S. 0.), entspricht die zweite grof3e Kopplungskonstante von 13 Hz der Vicinalkopplung von
5-CHyax mit 6-Hyx. Die verbleibende kleine Kopplungskonstante von 4.8 Hz kann nur noch
der 33, 1-K opplung mit dem &quatorial angeordneten Methinproton H-4 sein, welches aber im
Protonenspektrum durch andere Signale Uberlagert ist.

Das separiert auftretende Signal von 3-CHax bel 84 = 1.90 ppm enthélt ebenfalls nur eine
grof3e (13.6 Hz) und zwei kleine Kopplungskonstanten (4.2 Hz), wobei die grof3e Kopplung
wiederum einer Geminalkopplung zu 3-CHy entspricht. Die weiteren kleinen Kopplungen
werden daher nur von einem &quatorial angeordneten Proton 3-CHyxq erzeugt.

Das Proton 9-CHyy, bel 6 = 2.40 ppm enthélt neben zwei kleineren (4.5 Hz) auch zwei grof3e
Kopplungskonstanten von 13 Hz. Da unmittelbar benachbart zu diesem Proton eine weitere
CHy-Gruppe (8-CHy) und ein Methinproton (10-H) gebunden sind, kénnen die beiden grof3en
Kopplungskonstanten nur von einem axialen Proton erzeugt werden, die zum einen einer
Geminalkopplung zu 9-CHyyq und einer 1,2-trans-diaxialen Kopplung zu 8-CHya ent-
sprechen.

Auch zur relativen Konfiguration von 203 kénnen anhand des NOESY -Spektrums durch
charakteristische Kopplungen eindeutige Aussagen gemacht werden (s. Abbildung 170).
Hierbei spielten die raumliche Lage der Substituenten sowie die der beiden Methinprotonen
6-H und 7-H eine wichtige Rolle.

14-CH3 und 15-CH3 zeigen deutliche Wechselwirkungen mit 6-H, die somit auf derselben
Seite des Molekills stehen. Einen deutlichen NOE zeigt zusétzlich 13-CH3 zu den beiden
anderen Methylgruppen.

Es kann somit die in Abbildung 170 gezeigte relative Konfiguration fur 203 zugeordnet

werden.
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Abbildung 170: NOESY -Spektrum des Alkohols 203 [700 MHz, Benzol-dg]. Anhand der markierten Kreuz-
signale kann die relative Konfiguration bestimmt werden.

Bei 203 handelt es sich demnach um 11,12-Dehydrocadinan-1-ol, einen einwertigen Alkohol

vom Cadinan-Typ.

14-CHg
0.88
15.49

10-CH

oss 151 OH

31.94
1.17, 1.90 9-CH,
1.17, 2.40
26.16
8-CH»
1.60, 1.71
15-CHs 24.85
0.91
17.42 1.06, 1.84 2.07
13-CH3 Cq-11 12-CHp
1.93 149 47 4.93,5.14
25.79 113.12

Abbildung 171: Chemische Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome von 11,12-Dehydrocadinan-
1-al (203).
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9.4.4. Strukturaufklarung des Sesquiterpenalkohols 204

Fur 204 konnte durch hochaufldsende Massenspektrometrie eine Zusammensetzung von

Ci15H240 und einem Gewicht von 220 g/mol ermittelt werden. Die Verbindung enthalt vier

Doppel bindungsaquivalente.
1007 121 CgHyq
119 T
ot CiHis CisHao
g3 105 145 202
189
M e 81 132 C15H240
% 1 " 107 220
I W 159 o
67 Ci3H17 A
<
53 173 %)
205
40 60 80 100 120 140 160 180 m‘_;éo Z%n/z
Abbildung 172: Massenspektrum von 204 (El, 70 eV)
gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] PPe
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
220 220.178 220.183 CisH240 45 20.6 4.0
205 205.164 205.159 CiH,0 -4.3 -21.0 45
202 202.176 202.172 CisHa -3.6 -17.8 5.0
189 189.165 189.164 CuHx -0.9 -4.8 4.5
187 187.150 187.149 CuHig -16 -87 55
173 173.134 173.133 CizHiz -0.8 -4.3 55
147 147.122 147.117 CuHsis -4.8 -324 45
145 145.106 145.102 CuHis -3.8 -26.2 5.5
132 132.093 132.094 CioHo 0.7 5.4 5.0
121 121.102 121.102 CoHi3 -04 -33 35
119 119.086 119.086 CoHuy 05 4.0 45
107 107.086 107.086 CsHuy 0.1 0.6 35
105 105.070 105.070 CsHy 0.0 0.5 45
93 93.070 93.070 C/Hy 0.2 2.1 35
91 91.054 91.055 C/H- 1.0 115 45
81 81.069 81.070 CsHo 1.6 19.6 25
79 79.053 79.055 CeH- 1.9 24.1 35
67 67.055 67.055 CsH- -0.7 - 10.7 25
55 55.055 55.055 C,H-; -05 -8.6 15
41 41.039 41.039 CsHs -04 -89 15
Tabelle 58: Atomare Zusammensetzung des Molekiilions und wichtiger Fragmentionen von 204
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Das Protonenspektrum von 204 ist in Abbildung 173 gezeigt.

CH,
0.97, 1.66
30.99

CHg
0.93
22.82

CH3

19.46

CHy 19 18 f7 |16 15 14 13 12 11 10 09 (ppm)
5.34,4.98 ch
CH 2
CH 110.40 1490, 171 1.09, 1.63
5.32 35.62

32.28

CH,
3.98

65.60 CH

2.05
CH 31.09

J | T |

. : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : :
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 (ppm)

Abbildung 173: *H-NMR-Spektrum des Sesquiterpenalkohols 204 [700 MHz, Benzol-d¢]. Die chemischen
Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von
0.85 - 2.0 ppm ist vergrolert dargestellt.

Das Protonenspektrum in Abbildung 173 zeigt deutliche Abweichungen zu denen der
Alkohole 201 und 203. Diese Verbindung weist nur zwei Methylgruppen (64 = 0.88 und
0.93 ppm) auf. Dafir ist neben einer sp*hybridisierten Methylengruppe (84 = 4.98 und
5.34 ppm) ein weiteres olefinisches Methinproton bei 64 = 5.32 ppm zu erkennen. Des
Weliteren sind bis 2.5 ppm neben vier aliphatischen Methinprotonen auch vier Methylen-
gruppen zu erkennen. Eine funfte Methylengruppe ist bei 6y = 3.98 ppm zu sehen, die sich
wegen der charakteristischen Verschiebung ihres Kohlenstoffatoms von 6¢ = 65.60 ppm als
priméare Alkoholfunktion erweist. Im HMBC-Spektrum ist erkennbar, das die olefinische
Methylengruppe und das olefinische Methinproton zu zwel verschiedenen Doppelbindungen
gehoren, da die jeweiligen Protonen zu zwei verschiedenen quartéren, sp>hybridisierten
K ohlenstoffatomen koppeln.

Mit diesen zwei Doppelbindungen liegt bel 204 eine bicyclische Struktur vor. Tabelle 59
enthdlt die chemischen Verschiebungen der in 204 enthaltenen Protonen und Kohlenstoff-
atome. Wegen zu geringer Substanzmenge konnte auch bei einer Messfrequenz von 700 MHz
kein NOESY -Spektrum erhalten werden.

178



5 (*C)

5 (*H)

Pos. Int. 'H,'H-cosY HMBC
[ppm] | [ppm] [Hz]
1 | 4463 [143-152] 1H m 2-Hy
1.05-112[ 1H m - -
2| ¥ o106 1H m 1-H, 3-H, C1,C4,C6
dddd
2 —
085-1001 ppy | Jnn=1261 5 1y 3 H, 4H | C1 C2 C4C5 C15
3 30.99 (axid) JH,H =10.0
’ SJH,H:2-7
1.64-1.68
(Gquatoriay] " m 3-H, C-2,C4,C5
4 | 3109 205 1H m 3-Hg 5-H, 15-CHs -
5 [126.02] 5.32 1H s 4-H, 7-H C1,C4,C7,C15
6 |140.98 - - - - -
2.50 dd (d)
7 ATa3 | i H gy “ipg| SHECH:
143-1521 4y m 7-H, 8-Hy, O-Hy |C-6, C-7, C-9, C-10, C-11
(axid)
8 | 32.28 dddd
(1..'63&01};3; 1H | 244=122 | 7-H,8H, 9H, |C-6,C-7, C-9, C-10, C-11
o Jun=32(3
o | 356 [L05-L12[ 1H m - -
~°|161-164] 1H m 8-CH,, 14-CH; [C-1,C-7, C-8, C-10, C-14
10 | 4060 [1.05-1.12] 1H m 14-CH,4 -
11 [ 151.47 - - - - -
4.98 1H s 12-Hy, 13-CH, C-7,C-11,C-13
12 | 11040 55 1H s 12-H,, 13-CH, C-7,C-11,C-13
13 | 6560 | 398 |CH,-OH dd 12-CH, C-7,C11,C12
14 | 1946 | 088 3H d,J=57 9-Hy, 10-H C-1,C9,C-10
15 | 2282 | 093 3H dJ=70 4-H C-4,C5,C6

Tabelle 59: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome (aus HSQC- bzw. HMBC-Spektrum) und

Protonen sowie enthaltene Kopplungskonstanten [700 MHz, Benzol-d¢]. Die Kopplungen im
'H,*H-COSY - und HMBC-Spektrum sind angegeben.

Die Hydroxylgruppe tragende Methylengruppe 13-CH, (64 = 3.98 / 8¢ = 65.60 ppm) eignet
sich sehr gut fir den Einstieg in die Strukturaufkl&rung von 204.

Das HMBC-Spektrum zeigt drei Kreuzsignale zu zwei olefinischen und einem aliphatischen
Kohlenstoffatom. Als unmittelbar benachbart kann auf jeden Fall die Doppelbindung mit der
terminalen sp>-hybridisierten Methylengruppe (812-cH, = 110.40 ppm) erkannt werden, die mit
dem quartéren Kohlenstoffatom bei Cy-11 (8¢ = 151.47 ppm) gebildet wird. Den dritten
Kopplungspartner stellt das aliphatische Methinproton 7-H mit der chemischen Verschiebung
von &y = 2.50 ppm bzw. dem zugehdrigen Kohlenstoffatom C-7 (3¢ = 47.43 ppm) dar.

Wie auch bei den vorigen Strukturen liefern HMBC- und 'H,*H-COSY-Daten der zwei
Methylgruppen 14-CHj; und 15-CHs; wichtige Informationen Uber den Strukturaufbau (s.
Abbildung 174). Da sie beide zu Dubletts aufgespalten sind, liegt die Vermutung nahe, dass
sie mit Methinprotonen koppeln, was durch die jeweiligen *H,'H-COSY-Kreuzsignale zu
diesen Protonen (10-H bzw. 4-H) bestétigt wird. 14-CHs zeigt zusétzlich deutliche Kopp-
lungssignale zu Kohlenstoffatomen einer CH- (6¢.1 = 44.63 ppm) und einer Methylengruppe
(8c.9 = 35.62 ppm). Die chemische Umgebung von 15-CHs unterscheidet sich von der der
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Methylgruppe 14-CHs;, da sie ausschliefdlich Kopplungen zu den Kohlenstoffatomen der
zweiten Doppelbindung zeigt, wobei die intensive Vicinalkopplung das sp’hybridisierte
Kohlenstoffatom C-5 identifiziert. Diese Doppelbindung wird aus der olefinischen Methin-
gruppe 5-CH (8¢ = 126.02 ppm) und dem quartaren olefinischen Kohlenstoffatom ¢, =
140.98 ppm aufgebaut.

Es konnen folgende Substrukturen festgelegt werden:

09@

\/VV\M/‘\/VV\MI‘

Abbildung 174: Drei Strukturelemente in 204, die anhand der HMBC- und *H,*H-COSY-Daten identifiziert
wurden.

Im néchsten Schritt erfolgt eine Betrachtung von *H,*H-K opplungen.

14

Me

Abbildung 175: Uber das H,"H-COSY -Spektrum kénnen zwei Substrukturen aus Abbildung 174 (ber die
Methylengruppe 8-CH, miteinander verknipft werden.

Das bereits diskutierte Methinproton 7-H (6 = 2.50 / ¢ = 47.43 ppm) zeigt ein eindeutiges
Kreuzsignal zu einem Proton der benachbarten Methylengruppe 8-CH, (64 = 1.71 ppm / 8¢ =
32.28 ppm), die wiederum eine weitere Kopplung zu einem Proton der Methylengruppe
9-CH; bei 6y = 1.62 ppm (8¢ = 35.62 ppm) aufweist.

Daraus kann aus dem linken und mittleren Strukturelement in Abbildung 174 die in

Abbildung 175 gezeigte Substruktur zusammengesetzt werden.
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Die Protonen der Methylengruppe 2-CH, (6y = 1.09 ppm und 1.94 ppm / ¢ = 29.20 ppm)
konnen tiber das *H,*H-COSY -Spektrum ihre beiden unmittelbaren Nachbarn, das Methin-
proton 1-H 6y = 1.48 ppm / dc = 44.63 ppm) sowie die Methylengruppe 3-CH, (0 =
0.97 ppm und 1.66 ppm / d¢c = 30.99 ppm) erkennen. 1-H wurde bereits erwadhnt und Uber-
nimmt wahrscheinlich die Rolle eines Briickenkopfatoms.

Uber charakteristische Kopplungen im HMBC-Spektrum kann jetzt die Substruktur aus
Abbildung 175 mit dem in Abbildung 174 rechts gezeigten Teilstlick zu einer Struktur
zusammengesetzt werden. Eindeutige Kreuzsignale zeigen die Methylengruppen 2-CHo,
3-CH> und 8-CH; in den fehlenden Strukturteil.

14

Me
~-——p  1H,IH-COSY <\Q\H |A‘|>
— = HMBC

Abbildung 176: Die Methylengruppen 2-CH,, 3-CH, und 8-CH, liefern durch wichtige Kopplungen im
HMBC-Spektrum die entscheidenden Hinweise fir die Verknipfungen zweier Substrukturen.

Das Decalin-System kann auch bei 204 durch unterstiitzende Betrachtung von Kopplungs-
konstanten ausgewahlter Protonen verifiziert werden. Dazu gehéren die zwei Protonen 7-H
und 8-CHay, (64 = 2.50 bzw. 1.48 ppm). 7-H enthdlt einerseits eine Kopplungskonstante von
12 Hz, die einer 1,2-trans-diaxialen-Kopplung im Cyclohexansystem entspricht (die Protonen
sind im 180°-Winkel angeordnet; Karplus-Beziehung), die im koppelnden Protonensignal von
8-CHyp (12.2 Hz) wieder gefunden werden kann. Andererseits enthélt 8-CHy, auch drei
kleine Kopplungskonstanten, die wiederum auf ein dquatoriales Proton einer M ethylengruppe
hindeuten. Fir den zweiten Ring kénnen anhand des Protons 3-CHy, (64 = 0.98 ppm) Ruick-
schliisse auf einen Sechsring gezogen werden. Dessen Signal enthdlt drel aussagekréftige
Kopplungskonstanten, von denen mit 12.6 Hz eine geminale Kopplung, mit 10 Hz eine 1,2-
trans-diaxiale-Kopplung und mit 2.7 Hz eine 1,2-axial-aquatoriale-Kopplung vorliegt. Es
handelt sich bel diesem Proton demnach um 3-CHgys, das durch seine charakteristische

K opplungskonstante eindeutig Teil eines ungeséttigten Sechsringes darstellt.
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Bel 204 handelt es sich demnach um 5,6,11,12-Didehydrocadinan-13-ol.

14-CHg
0.88
19.46

2-CHz 10-CH
1.09, 1.94 1_cp 109
29.20
3.CHy 4144683 4060 gy,
0.98, 1.66 : 1.09, 1.63
35.62
8-CH,
1.48,1.71
32.28
15-CHs
0.93 2.50
05 28 5.32, 126.02 4743
151.47 12-CHa
13-CH, 4.98, 5.34
3.98 110.40

65.60

Abbildung 177: Chemische Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome von 5,6,11,12-Didehydro-

cadinan-13-ol (204)
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9.4.5. Strukturaufklarung des Acetates 205

205 unterscheidet sich zu den vier vorhergegangenen Verbindungen, da es sich hierbei um ein
Acetat eines primaren Sesquiterpenalkohols handelt. Dies ist bereits dem Massenspektrum (s.
Abbildung 178) und den M S-Hochaufl dsungsdaten zu entnehmen.

100+

% -
43

91 105

100

120 140

187 Cy4Hsq

CisHy)
202

C17H260;
262

C15H240
220

160 240 260 m/z

Abbildung 178: Massenspektrum des Acetates 205 mit der Masse 262 g/mol (El, 70 eV)

gefundene | kalkulierte | Summen- | Abweichung | Abweichung | Doppelbindungs-
[m/z] PPl
Masse Masse formel [mDa] [ppm] aquivalente
262 262.191 262.193 Ci7H,60, 2.7 104 5.0
220 220.183 220.183 CisH,40 -0.7 -32 4.0
202 202.174 202.172 CisHo -1.7 -8.2 5.0
187 187.152 187.149 CuHio -3.0 -15.8 5.5
173 173.131 173.133 CizHiz 1.6 9.2 5.5
160 160.126 160.125 CroHie -1.0 -6.1 5.0
145 145.101 145.102 CuHiz 0.7 4.9 5.5
131 131.085 131.086 CioHut 0.7 5.5 5.5
119 119.087 119.086 CoH1o -0.6 -5.0 45
105 105.069 105.070 CgHg 1.2 117 4.5
91 91.056 91.055 C7H, -1.1 -11.6 4.5
81 81.069 81.070 CsHo 1.2 14.7 25
79 79.054 79.055 CgH- 0.9 11.3 35
55 55.053 55.055 CsH- 13 23.8 15
43 43.018 43.018 C,Hs0 0.1 2.5 15
Tabelle 60: Atomare Zusammensetzung des Mol ekiilions und wichtiger Fragmentionen von 205

Das Molekilion m/z 262 besitzt die Zusammensetzung Ci7H260, und spaltet Essigsdure als
acetattypisches Fragment aus dem Molekilion (M - 60) zu m/z 202 ab, das die Zusammen-

setzung CysHo, aufwelst.
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Abbildung 179: *H-NMR-Spektrum des Acetates 205 [700 MHz, Benzol-dg]. Die chemischen Verschiebungen
der Protonen und Kohlenstoffatome sind angegeben. Der Ausschnitt von 0.85 - 1.75 ppm ist
vergrofRert dargestellt.

205 weist das in Abbildung 179 gezeigte *H-NMR-Spektrum auf. Nach Abgleich mit dem
HSQC-Spektrum kann man drei Methylgruppen erkennen, wobel zwel davon zu je einem
Dublett aufgespalten sind (6¢ = 19.61 und 22.51 ppm) und eine als Singulett (6c = 20.05 ppm)
zu erkennen ist.

Insgesamt sind in diesem Molekul sechs Methylengruppen enthalten, davon eine olefinische
(8¢ = 112.34 ppm), vier sp>-hybridisierte (5¢c = 28.77, 30.76, 32.12 und 35.43 ppm) und eine
sp>-hybridisierte, die an einem Heteroatom gebunden ist (5¢ = 65.97 ppm). Weiterhin sind
zusétzlich eine olefinische (126.55 ppm) und vier aiphatische CH-Gruppen (6c = 31.27,
40.69, 44.54 und 47.67 ppm) zu sehen. Das HMBC-Spektrum zeigt drei quartire sp*
hybridisierte Kohlenstoffatome (6c = 140.37 und 146.60 ppm) und davon mit o6c =
169.81 ppm ein Carbonylkohlenstoffatom. Demnach sind neben der Carbonylgruppe zwei
Doppelbindungen enthalten, was bei insgesamt funf Doppelbindungsaquivalenten einer
bicyclischen Struktur entspricht. Tabelle 61 zeigt die NMR-Daten der Protonen und
K ohlenstoffatome sowie die Kreuzsignale im *H,*H-COSY - sowie im HMBC-Spektrum.
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13 1
pos. (3O 8CH) 1 J 14 'H-COSY HMBC NOESY
[ppm] | [ppm] [HZ]
1 4454 | 1.45-1.47 1H m 5-H, 8-Hy
1.06 - 1.10 1H m 3-CH, -
2 2817 1.91-1.96 1H m 3-CH, C-4,C-6
0.95-1.00 1H m 2-CH,, 3-H,, 4-H -
8 30.76 1.63-1.67 1H m 2-CH,, 3-H,, 5-H
4 | 3127 égf aiozr'i(;% 1H m 3-H,, 17-CH4
5 |126.55 5.39 1H bs 1-H, 3-H,, 7-H C-1,C-4,C-7 13-CH,, 17-CHj3
6 | 140.37 - - - - - -
7 47.67 (;'(isg) 1H 3JH .y (:1 13.0 5-H, 8-CH, 12-H,, 13-CH,
8 3212 1.41-1.48 1H m 7-H, 9-CH,» -
1.68-1.72 1H m 1-H, 7-H, 9-CH, | C-1, C-6, C-7, C-9, C-10
9 35.43 1.03-1.06 1H m 9-H, -
1.59-1.62 1H m 9-H, 16-CH3 C-1, C-7,C-8,C-10
10 | 4069 |1.03-1.06| 1H m 16-CHj -
11 | 146.60 - - - - - -
12 (11234 5.03 1H bs 12-Hy, 13-CH, C-6,C-7,C-11, C-13 7-H, 13-CH,
5.33 1H D 12-H,, 13-CH, C-7,C-11, C-13 13-CH,
13 | 65.97 |4.62-4.73 | CH,-OH dd 12-CH, C-7,C-11, C-12,C-14 |5-H, 7-H, 12-H,, 15-CH;
14 | 19.61 0.87 3H d,J=5.88 9-H,, 10-H C-10, C-9, C-10 -
15 | 22.51 0.97 3H d,J=7.05 4-H C-14 5-H
16 | 169.81 - Cq(C=0) - - - -
17 | 20.05 1.70 3H S C-4,C-5, C-6 13-CH,
Tabelle 61: Chemische Verschiebungen der Kohlenstoffatome (aus HSQC- bzw. HMBC-Spektrum) und

Protonen sowie enthaltene Kopplungskonstanten [700 MHz, Benzol-dg]. Die Kopplungen im
'H,'H-COSY -, HMBC- und NOESY -Spektrum sind angegeben.

Auch in diesem Falle kann die as Singulett auftretende Methylgruppe (6 = 1.70 ppm,

dc = 20.05 ppm) als Ausgangspunkt fur die Aufklérung der Struktur genommen werden (s.
Abbildung 179).

Aufgrund ihrer Multiplizitdt (Singulett) muss diese an ein quartdres Kohlenstoffatom

gebunden sein. Ein intensives Kreuzsignal im HMBC-Spektrum zum Carbonylkohlenstoff-

atom Cy-16 (8¢ = 169.81 ppm) und aufgrund dessen charakteristischer Verschiebung kann auf

Abbildung 180: Die Struktur des Substituenten am
Kohlenstoffatom C-7 kann durch zahlreiche Kopp-
lungen im HMBC-Spektrum aufgeklart werden.

16

17 Me

ein as Ester gebundenes Kohlenstoffatom ge-
schlossen werden. Unterstiitzt wird dies durch
Kopplungen im HMBC-Spektrum der Hetero-
atom gebundenen Methylengruppe (¢ =
65.97 ppm). Diese nimmt eine Schltsselstellung
ein, da sie eine Reithe von Kopplungen im
HMBC-Spektrum zeigt. An diese Methylen-
gruppe ist eine Vinylgruppe gekniipft, die aus
einem quartdren Kohlenstoffatom und einer
olefinischen Methylengruppe (C4-11 und C-12)

besteht. Unmittelbar an diese Vinylgruppe ist wiederum das Ringsystem geknupft, da der
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gerade beschriebene Substituent durch Kreuzsignale an das Kohlenstoffatom C-7 (o¢c =
47.67 ppm) gebunden ist. Zusétzlich kann durch die olefinischen Protonen der Methylen-
gruppe C-12 in einer Allylkopplung ein weiteres olefinisches, quartéres Kohlenstoffatom
(6c-6 = 140.37 ppm) festgestellt werden. Damit ist nicht auszuschlief3en, dass unmittelbar an
C-7 die zweite Doppel bindung gekntipft ist. Es kann somit folgendes Strukturelement anhand
der eben diskutierten *H,*H-COSY - sowie HMBC-Daten festgelegt werden.

Auch die zwel weiteren Methylgruppen tragen wie bei den vorangegangenen Verbindungen
zur Strukturidentifizierung bei (s. Abbildung 181). Die Methylgruppe 14-CHjs (64 = 0.87 ppm
/ 8¢ = 19.61 ppm) zeigt drei starke Kreuzsignae im HMBC-Spektrum, zwei zu tertidren
Kohlenstoffatomen (6c = 40.69 und 44.54 ppm) und eine zu einer Methylengruppe (6¢c =
35.43 ppm). Anhand des *H,*H-COSY -Spektrums ist das Methinproton 10-H (84 = 1.07 ppm
| 8¢ = 40.69 ppm) als direkter Nachbar der Methylgruppe auszumachen. Bei den beiden
anderen Kopplungspartnern handelt es sich um 1-H und 9-CH..

17 Me

Abbildung 181: Die zwei weiteren Methylgruppen liefern zusétzliche Strukturinformationen.

Die zweite Methylgruppe 15-CHz (64 = 0.97 ppm / 6c = 22.51 ppm), die an das tertidre
Kohlenstoffatom C-4 (6¢c = 31.27 ppm / 84 = 2.05 ppm) gebunden ist, kann anhand des
HMBC-Spektrums durch ein intensives Kreuzsignal zum olefinischen Kohlenstoffatom C-5
as Nachbargruppe zur Doppelbindung (C-5, C,-6) aufgefasst werden. Eine deutliche
Allylkopplung zwischen den Protonen 5-H und 7-H ist ebenfalls im *H,*H-COSY -Spektrum
zu erkennen.

Die beiden Strukturteile aus Abbildung 181 lassen sich gut Uber Kopplungen im HMBC-
Spektrum aneinanderfiigen. Auskunft gibt dariiber 5-H, das in einer 2J,;c-Kopplung mit C-4
sowie zwei Allylkopplungen (“J4c-Kopplungen) zu den jeweiligen tertidren Kohlenstoff-
atomen C-7 und C-1 koppelt.
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Abbildung 182: Die restlichen Gruppierungen kénnen wiederum durch Kopplungen im *H,*H-COSY- und
HMBC-Spektrum, in das Molekil eingepasst werden.

Abbildung 182 zeigt vier Substrukturen, die mit Hilfe geeigneter Kopplungen im *H,*H- und
HMBC-Spektrum zur abgebildeten Struktur (rechts) zusammengefihrt werden kénnen. Dazu
gehdren die benachbarten Methylengruppen (2-CH, und 3-CH,), die Methylengruppe 8-CH,
und die zwei in Abbildung 181 diskutierten Untereinheiten.

Anhand von zwei ausgewdhiten Signalen im Protonenspektrum kann auch fur 205 ein
anelliertes Sechsring-Sechsring-System festgelegt werden. Das Signal von 7-H (o4 =
2.50 ppm) enthélt eine Kopplungskonstante von 13.3 Hz, welche wiederum einer 1,2-trans-
diaxialen-Kopplung im Sechsring (zu 3-CHy«) entspricht. Anhand des Signals des Methin-
protons 4-H (64 = 2.05 ppm) konnen Informationen Uber den zweiten Sechsring dieser
Struktur gewonnen werden. Das Signal 4-H ist komplex und I&sst sich daher nicht vollstandig
auflosen, so dass eine Abschdtzung der Kopplungskonstanten eine LOsung versprechen
koénnte. Die Summe aler Kopplungskonstanten im Signal von 4-H betragt 29.8 Hz. Davon
entsprechen ca. 21 Hz der Kopplungen von 4-H mit den drei Protonen der benachbarten
Methylgruppe 15-CHs3 (7 Hz betragt die durchschnittliche Kopplungskonstante, die 4-H mit
einem Proton der Methylgruppe 15-CHs; erzeugt). Die restlichen ca 9 Hz enthalten
Kopplungskonstanten zu drei weiteren benachbarten Protonen (3-CHyay, 3-CHysq und 5-H),
was nur dann moglich sein kann, wenn das diskutierte Proton 4-H aquatorial im Ringsystem

angeordnet ist, well nur dann keine 1,2-trans-diaxiale Kopplung auftreten kann.
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Bezlglich der relativen Konfiguration kdnnen aufgrund zu starker Signaltberlagerungen im
NOESY -Spektrum keine detaillierten Informationen gewonnen werden. Lediglich die
separierten, ungeséttigten und Heteroatom gebundenen Protonen geben Auskunft Gber ihre
chemische Umgebung, so dass die rdumliche Zuordnung des Allylacetat-Substituenten zum
restlichen Molekul Gberprift werden kann (s. Abbildung 183).

Abbildung 183: Uber das NOESY -Spektrum von 205 kénnen nur Teile des Mol ekiils bestimmt werden.

Es handelt sich also bei 205 um 5,6,11,12-Didehydro-13-acetoxycadinan, dessen NMR-Daten
abschlief3end in Abbildung 162 gezeigt sind.

14-CHs
0.87
19.61
2-CHa 10-CH
1.08,0.95 1-cH 1.05
3-CH, 2877 40.69
0.08, 1.65 9-CH,
30.76 1.05, 1.61
35.43
4-CH
2.06 8-CH,
31.27 1.45,1.70
32.12
15-CHg 5.0H  140.37
0.97 5.39, 126.55 2.50
22.51 47.67
Cq-16
q
17-CHg 169.81 O
1.70 12-CH,
20.05 | 13-CH> 146.60 5.03, 5.33
4.68 112.34

O 65.97

Abbildung 184: Chemische Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome von 5,6,11,12-Didehydro-13-
acetoxycadinan (205).
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9.5. Diskussion

Bisher sind nur die in Abbildung 185 bekannten Bicyclo[5.3.0]decan-Skelette mit den
entsprechenden Substitutionsmustern in der Literatur bekannt. Dazu gehdren das Guaian-
Gerist (228), das bereits in Kapitel 5 in Form des Guajazulens (31), Lactarazulens (24) und
von diesen Aromaten abgeleitete Halogenderivate aus Hymedesmia paupertas erwahnt
wurden. Hinzu kommen die Zieran-, Daucan-, Isodaucan-, Ambrosan- und 3,4-seco-
Longibornan-Skelette (229 - 233). Mit Resedaeforman (224) bzw. dem konjugierten Dien
Resedaeforma-6,11-dien (200) konnte aus P. resedaeformis ein weiteres Sesquiterpen-

Grundgeriist mit bisher unbekanntem 2,6,8-Trisubstitutionsmuster isoliert und aufgeklart

R o

werden.

228: Guaian 229: Zieran 230: Daucan
231: Isodaucan 232: Ambrosan 233: 3,4-seco-Longibornan

Abbildung 185: Bekannte Bicyclo[5.3.0]decan-Grundgeriiste

Des Weiteren wurden aus dieser Koralle drel bisher unbekannte Alkohole (201, 203 und 204)
und ein Acetat vom Cadinan-Typ (205) isoliert und deren Struktur durch NMR-
spektroskopische Untersuchungen aufgeklart.

In der Literatur sind Sesquiterpene mit Cadinan-, Amorphan- bzw. Muurolan-Grundgertsten
aus verschiedenen marinen Organismen, wie Schwammen, Schnecken oder Braunalgen
bekannt.

Auch aus Korallen wurden diese Verbindungen isoliert, so z. B. die cytotoxischen Xenitorine
A-F (234 - 239) aus Xenia puerto-galerae mit Cadinen-Skelett®” und das 5,10-Epoxy-
muurolan (240) aus der Weichkoralle Gorgonia ventalina.'®®

189



o)
234: Xenitorin A 235: Xenitorin B 236: Xenitorin C
I (0]

+ OH iH
H OH i
H H A

240: 5,10-Epoxymuurolan

A

237: Xenitorin D 238: Xenitorin E 239: Xenitorin F

Abbildung 186: Die Xenitorie A - F (234 - 239) aus Xenia puerto-galerae mit Cadinen-Skelett besitzen
cytotoxische Eigenschaften gegen verschiedenen Krebszelllinien. Das 5,10-Epoxymuurolan
(240) wurde aus der Weichkoralle Gorgonia ventalina isoliert.

Durch ihre sessile Lebensweise sind Korallen leicht angreifbar fir Fral¥feinde oder andere
Organismen. Daraus haben sich im Laufe der Evolution chemische Abwehrmechanismen
entwickelt. Hinzu kommt die symbiontische Lebensweise mit Mikroorganismen, die
maoglicherweise fur die Produktion dieser Sekundarmetabolite verantwortlich sein kdnnten,
wobei bis heute ungeklart ist, welche Organismen diese Vielzahl an Sekundarmetaboliten
produzieren.*®®

Ebenso ist bis heute grofdtenteils unerforscht, welche Bedeutung diese Substanzen fur die
Korallen spielen. Es ist bekannt, das Faulnis eine Bedrohung fur Korallen- und Korallenriffe
darstellt, wobel sich Korallen durch die Produktion einer Reihe biologisch aktiver Substanzen
vor dieser Gefahr schitzen. Daneben produzieren sie ichthyotoxische sowie algizide
Substanzen und kdnnen grof3e Mengen terpenoider Strukturen an ihr Umgebungswasser
abgeben, um benachbarte Organismen zu vertreiben oder sogar abzutdten.!®'* Bei einer
Reihe von Substanzen sind Pheromoneffekte festgestelIt worden. "
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10. Zusammenfassung

Die Chemie mariner Naturstoffe umfasst ein relativ unentwickeltes Forschungsfeld, das in
den letzten Jahren alerdings eine Reihe interessanter Naturstoffe hervorgebracht hat. Oft
zeigen diese neuen Verbindungen betréchtliche biologische Aktivitét. Einige sind bereits als
neue Pharmaka auf dem Markt oder befinden sich in klinischen Studien.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden boreale Schwamme und eine Koralenart im
Hinblick auf ihr Inventarium an Naturstoffen untersucht. Bei den untersuchten Schwammen
handelte es sich um die zwei inkrustierenden Arten Hymedesmia paupertas und Aplysilla
sulphurea sowie um Mycale lingua. Als Vertreter der Octokorallen stand Primnoa
resedaeformis fur das chemische Screening zur Verfligung.

H. paupertas enthielt zahlreiche neue Azulenderivate. Es wurde das neue, nicht aromatische
Dihydroazulenderivat 3,7-Dihydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethyliden)azulen (23) neben dem
aus terrestrischen Pilzen bekannten Lactarazulen (24) isoliert. Daneben konnten die
chlorierten Azulene 3-Chlorlactarazulen (26), 5-Acetoxymethyl-1-chlor-3,8-dimethylazulen
(27) und 5-Acetoxycarbomethoxymethylen-1-chlor-3,8-dimethylazulen (28) isoliert und ihre
Strukturen NM R-spektroskopisch aufgeklart werden.

/ / { e d
o
23 24 26 27 28

Mit dieser Arbeit wurden erstmals Azulene in Poriferen identifiziert.

Weiterhin wurden anhand ihrer Massenspektren und Vergleich mit den isolierten Kompo-
nenten Strukturvorschlage von weiteren zwalf Struktur verwandten Verbindungen gemacht.
Darunter befanden sich auch vier bromierte Azulene.

In Aplysilla sulphurea wurden eine Vielzahl mono-, di- sowie tribromierter Sekundarmeta-
bolite isoliert und identifiziert. Die Hauptkomponente des Dichlormethanextraktes konnte mit
Hilfe praparativer Gaschromatographie isoliert und deren Struktur NMR-spektroskopisch
aufgeklart werden. Dabei handelte es sich um 3,5-Dibrom-4-methoxyphenylacetonitril (82).

Aus dem n-Butanolextrakt wurde die Hauptkomponente Uber verschiedene chromatogra-

phische Reinigungsschritte isoliert, deren elementare Zusammensetzung durch ESI- und
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APCI-MS-Untersuchungen bestimmt und die Struktur anhand von NMR-Untersuchungen
aufgeklart. Es handelte sich dabei um das Dibromtyrosinalkaloid lanthellin (89).

Weiterhin konnten Summenformeln von mehreren mono- und dibromierten Alkaloiden Uber
hochaufgeloste ESI- und APCI-MS-Experimente bestimmt werden. Fir diese Spuren-
komponenten wurden anhand der isolierten und identifizierten Hauptkomponente lanthellin
(89) Strukturvorschlage gemacht. Dabei handelte es sich um die mit 89 strukturverwandten
Verbindungen Verongamin (93), 5-Bromverongamin (116) und 5-Debromoianthellin (94).
Letztere ist ein neuer Naturstoff.

o~ / NH
OH /& /NH
Br / H OH
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In Mycale lingua wurde ein Lipid nachgewiesen, dessen Struktur aufgrund gaschromato-
graphischer Daten, des Massenspektrums und Derivatisierung als (15Z)-Docosenal (159)

angesehen wurde. Diese Struktur wurde durch unabhangige Synthese verifiziert.

159
H 13 5

Aus der Oktokoralle Primnoa resedaeformis wurde mittels préparativer Gaschromatographie
ein Sesguiterpen-Kohlenwasserstoff isoliert. Durch NMR-Untersuchungen wurde diese
Substanz als ein Bicyclo[5.3.0]decan-Grundgerist mit bis dahin unbekanntem 2,6,8-
Trisubstitutionsmuster identifiziert. Dieses neue Skelett wurde Resedaeforman genannt. In
P. resedaeformis liegt das konjugiertes Dien 200 vor, bel dem es sich daher um
Resedaeforma-6,11-dien handelt. Neben 200 wurden die drel Sesquiterpenalkohole 11,12-De-
hydrocadinan-6-ol (201), 11,12-Dehydrocadinan-1-ol (203), 5,6,11,12-Didehydrocadinan-13-
ol (204) und dessen Acetat 5,6,11,12-Didehydro-13-acetoxycadinan (205) isoliert. Die

absoluten Konfigurationen dieser Verbindungen bleiben unbekannt.

OH
H O,
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200 201 203 204 205

192



11. Summary

Despite its short history, marine natural product chemistry developed rapidly and is still a
challenging pool of remarkable structures. Many compounds found in marine organisms have
shown to posess strong biological activity, thus being potential drug candidates in medicinal
application.

Scope of the present thesis is the analysis of natural products from boreal sponges
Hymedesmia paupertas, Aplysilla sulphurea and Mycale lingua, as well as the coral Primnoa

resedaeformis.

H. paupertas produces azulene derivatives, such as lactarazulene (24), which is known from
terrestrial fungi, and the new non-aromatic dihydroazulene 3,7-dihydro-1,4-dimethyl-7-(1-
methylethylidene)azulene (23). In addition, the structures of three halogenated azulenes were
shown to be 5-acetoxymethyl-1-chloro-3,8-dimethylazulene (27), 5-acetoxycarbomethoxy-
methylene-1-chloro-3,8-dimethylazulene (28) and 3-chlorolactarazulene (26). The mass
spectra of trace compounds, which could not be fully characterised, allowed the suggestion of
further structures, among which were four brominated azulenes. Thisis the first occurrence of

azulenes in sponges.

SN N N

A. sulphurea contained several mono-, di-, and tribrominated compounds. Preparative gas
chromatography allowed the isolation of the major compound present in the dichloromethane
extract. It was identified as 3,5-dibromo-4-methoxyphenylactonitril (82), as could be shown
by one- and two-dimensional NM R-spectra.

The major compound of the n-butanol extract (89) could be purified by repeated liquid
chromatography. The elemental composition was determined by ESI- and APCI-MS and its
structure elucidated by NMR-spectroscopy. As a result 89 was identified as the known
dibromotyrosine alkaloid ianthellin.
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Traces of further mono- and dibrominated alkaloids could be detected in the mass spectra of
the extract. With respect to the presence of ianthellin (89) the proposed structures of these
minor compounds are verongamine (93), 5-bromoverogamine (116) and the new natura
product 5-debromoverogamine (94).

O/ / NH
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Br / H OH
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\ H Br N H NH
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Z 82 Bf 89

NZ 94
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GC-MS anaylsis of the non-polar extract of Mycale lingua indicated the presence of
(152)-docosenal (159). The structure of this metabolite was verified by synthesis.

159

A sesquiterpene hydrocarbon was isolated from the coral Primnoa resedaeformis by
preparative gas chromatography. NMR investagtions of this compound revealed a
bicyclo[5.3.0]decane-skeleton with a new substitution pattern, which was called
resedaeforman. The structure of the natural product was shown to be resedaeforma-6,11-diene
(200). In addition, the sesquiterpene alcohols 11,12-dehydrocadinane-6-ol (201),
11,12-dehydrocadinane-1-ol (203), 5,6,11,12-tetrahydro-13-acetoxycadinane-13-ol (204), and
its acetate (205) were identified. Relative configurations of these compounds could be
assigned on the basis of NMR-investigation, however, absolute configuration were not
determined.
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203 204 205
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12. Experimenteller Teil

NMR-Spektroskopie

Mit Hilfe der Gerate AMX-400 (400 MHz fur *H; 101 MHz fur **C), DRX500 (500 MHz fir
'H: 126 MHz fir **C) und Avance 700 (mit Cryo-Probenkopf) (700 MHz fir *H, und
176 MHz fir **C) wurden die NMR-Spektren aufgenommen. Die Messungen erfolgten bei
Raumtemperatur (300 K). Die chemische Verschiebung 6 wird im ppm angegeben. Weiterhin
wurden die *C-Signale iber PENDANT-Experimente zugeordnet. Alle zweidimensionalen
NMR-Experimente (*H,'H-COSY, HMQC bzw. HSQC, HMBC und NOESY) wurden mit
Hilfe der NMR-Spektrometer DRX500 und Avance 700 durchgefihrt. Als interner Standard
wurde Tetramethylsilan verwendet (TMS, 6 = 0 ppm). In Ausnahmeféllen wurde kein TMS
verwendet und das Spektrum auf die chemische Verschiebung des betreffenden Lésungs-
mittelsignals kalibriert (CHCl3 in CDCl3: 6 = 7.26 ppm, CDHCI; in CD,Cl,: 3 = 5.32 ppm,
CsDsH in CgDe: 6 = 7.16 ppm, C,DsHSO in C;D6S0: 6 = 2.05 ppm und CD3OH in CD30D:
6 =3.31 ppm).

Gaschromatographie
Gaschromatographische Trennungen wurden mit Hilfe eines Gaschromatographen der Firma
Adgilent vom Typ HP6890 mit Split/Splitless-Injektor und Flammenionisationsdetektor (FID)
durchgefihrt. Als Trager- und Brenngas diente Wasserstoff.
Folgende Kapillarsaulen wurden verwendet:

. 30 mHPL, ID 0.25 mm, FD 0.25 um der Firma Agilent

. 60 m CPSil 8 LowBleed/MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 um der Firma Varian

Préaparative Gaschromatographie

Préparativ gaschromatographische Trennungen wurden mit Hilfe eines Gaschromatographen
der Firma Hewlett-Packard vom Typ HP5890, Series Il mit Split/Splitless-Injektor und
Flammenionisationsdetektor (FID) durchgefiihrt. Als Tréger- und Brenngas diente
Wasserstoff.

Fur die automatisierte Probenaufgabe wurde ein Autosampler der Firma Hewlett-Packard
vom Typ HP7673A verwendet.
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Folgende Dickfilmsaulen wurden verwendet:

. 30 m Optima-5, ID 0.53 mm, FD 2 um der Firma Macherey & Nagel

. 30 m Optima-1701, ID 0.53 mm, FD 2 um der Firma Macherey & Nagel

. 30 m CPSil 8CB, ID 0.53 mm, FD 1.5 um der FirmaVarian
Die Fraktionierungen der fluichtigen Komponenten erfolgte mit Hilfe eines Fraktionssammlers
(Preparative Fraction Collector, PFC) der Firma Gerstel mit 6 Fallengeféaen (Volumen: 1
oder 100 pL) und einer Nullfalle. Die Kuihlung der Fallen wurde mit einem Umwalzkihler
Thermo Haake K20 und einem Ethylenglycol/Wasser-Gemisch bei - 2 bis - 5 °C durchge-
fuhrt. Die isolierten Reinsubstanzen konnten fir NMR-Messungen direkt mit NMR-L 6sungs-
mitteln aus den Fallengefél3en gesptilt werden.

Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Die vorliegenden Massenspektren wurden mit folgenden GC-M S-K opplungen aufgenommen:
e Sektorfeldmassenspektrometer:
VG 70/250 SE der Firma VG Analytica mit Elektronenstofiionisation bel einer
Beschleunigungsspannung von 70 €V. Dem Massenspektrometer war ein

Gaschromatograph vom Typ HP5890 mit Split/Splitless- und on-column-Injektor der
Firma Hewlett-Packard vorgeschaltet. Die Interface- und die Quellentemperaturen
betrugen 280 °C bzw. 200 °C.

Mit diesem Gerd wurden auch GC-MS-Untersuchungen mit chemischer lonisation
(Cl; as Reaktandgas diente Isobutan) durchgefiihrt sowie hochaufgel 6ste Massen-
spektren (El) aufgenommen. Helium diente als Tragergas.

e  Quadrupolmassenspektrometer:

MDB800 mit vorgeschaltetem Gaschromatograph vom Typ GC8060 (Split-Splitless-
Injektor) der Firma Fisons. Die lonisation erfolgte durch Elektronenstof? bei 70 eV.

Helium diente als Tragergas.

Folgende Kapillarsaulen wurden verwendet:
. 30mDB5 MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 um der Firma J& W Scientific
. 60 m Optima-5 MS, ID 0.32 mm, FD 0.25 um der Firma Macherey & Nagel
. 60 mDB1 MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 um der Firma J&W Scientific
. 60 m CPSil 8 LowBleed/MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 um der Firma Varian
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In den Massenspektren wird das Masse-Ladungsverhdtnis (m/z) mit der relativen Intensitéat
(in Klammern dahinter) bezogen auf das starkste Signal (base-peak) angegeben. Alle Peaks,
die eine geringere Intensitdt als 1 % (bezogen auf den Basispeak) besitzen, werden nicht
berticksichtigt.

GC-FTIR-Spektroskopie

Gasphasen |R-Spektren wurden nach gaschromatographischer Trennung (GC: Hewlett-
Packard vom Typ HP5890, Serie Il mit Split/Splitless-Injektor und nachgeschaltetem
Flammenioni sationsdetektor (FID)) mittels HPS965A Infrared Detector der Firma Hewlett-
Packard bei einer Durchflusszellentemperatur von 290 °C durchgefihrt. Die Fourier-
Transformation zur Generierung der Spektren erfolgte mit einer Auflésung von

4 cm?.

IR-Spektroskopie

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte mit einem FT-1R-Spektrometer der Firma Thermo
Nicolet vom Typ AVATAR 370 FT-IR (Spektralbereich: 7800 - 375 cm; Auflésung:
< 0.9 cm™) as Kaliumbromid-Pressling oder als Film zwischen Natriumchloridplatten.

Elektrospray- / APCI-Tandemmassenspektrometrie; HPLC-MS

M assenspektrometrische Untersuchungen von Ldsungen erfolgten mit einem Sektorfeld-
lonenfallen-MS-MS-Gerdt vom Typ MATO95XL der Firma ThermoQuest. Die lonisation
erfolgte wahlweise durch Elektrospray (ESI) oder durch chemische lonisation unter
Atmosphérendruck (APCI) im Negativ- oder Positiv-Modus. Die Zufihrung des Analyten in
Losung erfolgte durch eine Spritzenpumpe mit Flussraten zwischen 1 und 20 mL/min oder
durch eine HPLC vom Typ ConstaMetric 4100. Fur HPLC-M S-Untersuchungen wurde ein
UV-Detektor der Firma Knauer vom Typ WellChrom Spectro-Photometer K-2501 verwendet.
Bel Messungen mit Elektrospray-lonisation wurde unter Umstanden mit zugeschaltetem
Schiessgas (Sheath-Gas) gemessen, das bei APCI-Messungen neben dem Auxiliary-Gas
permanent zugeschaltet war. Als Losungsmittel dienten entweder Methanol/Wasser- oder
Acetonitril/Wasser-Gemische. HPLC-Untersuchungen wurden mittels Methanol/\Wasser-
Gradienten und zugesetzter Trifluoressigsaure (TFA, 0.1 - 0.5 Vol.-%) durchgefihrt (HPLC-
Trennséule: LiChrospher® 100 RP-18e (5 um), Lange: 250 mm, ID: 4 mm der Firma Merck).
Die Quellentemperatur wurde bel ESI-Messungen im Bereich von 240 bis 280 °C und das
Potential der Kapillare zwischen 2.5 und 3.6 kV gewéhlt. Die Hochauflésung der
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Molekilionen erfolgte bei einer Auflésung von ca. 5000. Fir die Durchfiihrung von MS™

Experimenten zur Generierung von Tochterionen stand zusétzlich eine lontrap zur Verfigung.

HPLC; HPLC-DAD

Analytische HPL C-Untersuchungen und Trennungen wurden mit Hilfe einer Merck Hitachi
L-6200 Intelligent Pump durchgefihrt. Als Detektor diente ein Merck Hitachi Dioden-Array-
Detektor (DAD) vom Typ L-4500 Diode Array Detector (max. Messbereich 190 - 800 nm).
Préparative Trennungen wurden mittels einer Merck Hitachi L-7150 Pumpe durchgefthrt. Als
Detektor diente dabei ein Merck Hitachi L-4000 UV-Detektor.

Folgende HPL C-Trennsaulen wurden verwendet:
= LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), Lénge: 250 mm, ID: 4 mm der FirmaMerck
= LiChrosorb® NH; (7 um), Lange: 250 mm, ID: 7 mm der Firma Merck
= LiChrospher® 100 RP-18e (5 pm), Lange: 250 mm, ID: 4 mm der Firma Merck
= Kromasil® 5 NH, (5 pm) , Lange: 250 mm, ID: 21.2 mm der Firma Phenomenex

= Kromasil® 5 Cig (5 um) , Lénge: 250 mm, ID: 21.2 mm der Firma Phenomenex

Als mobile Phasen wurden verschiedene Acetonitril-/Wasser- bzw. Methanol-/Wasser-
Gemische und fur die Trennung der Alkaloide mit Trifluoressigsaure (TFA, 0.1 - 0.5 Vol.-%)
versetzte Gemische verwendet.

Die Flussraten lagen zwischen 1 und 2 mL/min bei analytischen und zwischen 8 und

15 mL/min bel préparativen Trennungen.

Drehwertbestimmung
Die Drehwerte der optisch aktiven Substanzen wurden auf einem Perkin-Elmer-Polarimeter

341 in 10 cm Klvetten bei einer Wellenlange von 589 nm bestimmit.

Dunnschicht- und saulenchromatographische Trennungen

Dunnschichtchromatographische Untersuchungen wurden mit Kieselgelfolien 60 Foss mit
Fluoreszenz-Indikator der Firma Merck verwandt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht. Die
nicht durch UV-Licht detektierbaren Substanzen wurden mit lod oder verschiedenen Spriih-
oder Tauchreagenzien (Molybdatophosphorsdure (1 % in Ethanol) und Anisaldehyd (2 %
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Anisaldehyd, 2 % Schwefelsdure, 2 % Essigsaure in Ethanol)) und anschlief3endem Erhitzen
mit einem HeilYuftfohn sichtbar gemacht.

Fur die sdulenchromatographischen Trennungen wurde Kieselgel (Partikelgrof3e: 32-63 pum,
PorengroRe: 60 A) der Firma ICN eingesetzt. Die verwendeten Laufmittel sind den Versuchs-
vorschriften zu entnehmen. Es wurde bei einem Uberdruck von 0.2 bis 0.4 bar gearbeitet.

Reaktionen mit hydrolyse- / luftempfindlichen Substanzen
Reaktionen, die wasser- und sauerstofffreie Bedingungen erforderten, wurden unter einer

Stickstoffatomsphére mit wasserfreien L osungsmitteln durchgefihrt.

Chemikalien, Reagenzien und Lésungsmittel

Die fur Synthesen eingesetzten Chemikalien wurden von den Firmen Acros, Aldrich,
Bachem, Fluka, ICN, Lancaster und Merck bezogen und wenn nicht anders angegeben, ohne
vorherige Reinigung fur die Synthesen verwendet.

Fur die Bereitstellung der Schwamm- und Korallenextrakte sowie fllissigchromatographische
Methoden wurden Lésungsmittel der Firmen Merck in den Reinheitsgraden SupraSolv® bzw.
LichroSolv® und Acros (HPLC-Grade) verwendet.

Wasserfreie Ldsungsmittel wurden ebenfalls bei den Firmen Acros, Aldrich, Fluka, und

Merck bezogen oder nach den gangigen Vorschriften absolutiert.*™

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von Schwammextrakten

20 g Schwamm oder Koralle (Nassgewicht und von Steinen sowie schwer zerkleinerbaren
Bestandteilen befreit) werden mit 100 mL Aceton versetzt und mit Hilfe eines Schneidstabes
homogenisiert. Das Homogenisat wird in zwei 100 mL Zentrifugenglaser gegeben und
10 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Anschlieffend wird 5 Minuten bei 2500 U/min
zentrifugiert. Die Uberstehende Losung wird abpipettiert, der Rickstand mit je 20 mL Aceton
versetzt und mit einem Spatel aufgelockert. Danach wird erneut fir 10 Minuten im
Ultraschallbad extrahiert und wiederum zentrifugiert. Dieser Vorgang wird ein drittes Mal
wiederholt. Die vereinigten Acetonextrakte werden am Rotationsverdampfer vorsichtig
eingeengt (300 mbar, 35 °C Wasserbadtemperatur, dann den Druck langsam bis auf 190 mbar
verringern): Der zuriickbleibende wassrige Extrakt wird mit 50 mL Wasser versetzt und im
Scheidetrichter dreimal mit je 20 mL Dichlormethan extrahiert. Der vereinigte Dichlor-
methanextrakt wird Uber 1 g Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Filterpapier und
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der zuvor verwendet Kolben werden grindlich mit 10 mL Dichlormethan gespiilt. Der
organische Gesamtextrakt wird am Rotationsverdampfer vorsichtig eingeengt (35 °C Wasser-
badtemperatur, 600 mbar, dann den Druck auf 100 mbar verringern, dreimal beltften und
wieder kurz Vakuum bis auf 100 mbar verringern).

Der nach der Extraktion mit Dichlormethan zurtickgebliebene wassrige Extrakt wird dreimal
mit je 20 mL n-Butanol extrahiert. Unter Umstéanden muss zur besseren Phasentrennung
zentrifugiert werden. Die vereinigten Butanolextrakte werden am Rotationsverdampfer
eingeengt (35 °C Wasserbadtemperatur, 10 mbar) und anschlieRend an der Olpumpe eine
Stunde lang getrocknet.

Derivatisierungsreaktionen

DMDS-Derivatisierung' """
10-20 pL des Naturextraktes werden mit 50 uL Schwefelkohlenstoff, 50 uL Dimethyldisulfid

und 5 uL lodlGsung (60 mg I, in 1 mL Diethylether) versetzt und tber Nacht in einem gas-
dichten Schraubgléschen bei 60 °C gehalten. Anschliefend werden 300 uL n-Pentan
zugegeben und das Uberschissige lod mit 50-100 puL Natriumthiosulfatldsung (0.5 g in 10 mL
Wasser) zerstort. Nach Zugabe einer Spatelspitze Natriumchlorid wird die organische Phase
abgetrennt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, in einen Kapillarkolben gegeben und konzen-

triert.

Silylierung

Dafir werden 20 pL des Extraktes mit 10 puL Silyl-991 (BSTFA/TMCS (Kat.) 99:1) versetzt
und nach einer Reaktionsdauer von 30 Minuten vorsichtig im Wasserbad vollstandig
eingeengt. Der Ruckstand wird fur weitere analytische Zwecke in Dichlormethan aufge-
nommen.

BSTFA: N,O-bis-Trimethylsilyltrifluoracetamid

TMCS:  Trimethylchlorosilan

Acetylierung
Der Extrakt wird mit 100 uL abs. Pyridin und 100 pL frisch destilliertem Essigsaureanhydrid

versetzt und eine Stunde lang auf 55 °C erhitzt. Anschlief?end werden zur Neutralisation
Natriumhydrogencarbonat und etwas Wasser gegeben. Die wassrige Phase wird mit
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Dichlormethan oder Essigsaureethylester extrahiert, die organische Phase Uber Magnesium-

sulfat getrocknet und fur weitere Analysen eingeengt.

Methylierung""’
Darstellung von N-Methyl-N-nitrosoharnstoff*':

Zur Darstellung von N-Methyl-N-nitrosoharnstoff werden 20.1 g (0.3 mol) Methylamin-
hydrochlorid und 60 g (1 mol) Harnstoff in 150 mL Wasser gelost und 3 Stunden unter
Ruckfluss erhitzt. Anschlief3end werden 22.1 g (0.32 mol) Natriumnitrit hinzugegeben und
auf - 10 °C gekihlt. Die erkaltete Reaktionsl6sung wird auf ein Gemisch aus 600 g Eis/ 100 g
konz. Schwefelsaure gegossen. Dabei fallt das Produkt als weil3-gelber Niederschlag aus, der

abgesaugt und aus Methanol umkristallisiert wird.

Darstellung von Diazomethan

In einer kommerziell fur die Darstellung von Diazomethan erhéltlichen Apparatur (MNNG:
diazomethane-generation apparatus, Aldrich) werden einige Spatelspitzen N-Methyl-N-
nitrosoharnstoff mit wenigen Tropfen 40%iger Kaliumhydroxid-Losung versetzt. Das as
gelbes Gas gewonnene Diazomethan wird bis zum Stillstand der Gasentwicklung in n-Pentan
(SupraSolv®) als Lésungsmittelvorlage einkondensiert. Einige Tropfen dieser Lésung werden
anschlief3end zu den eingedampften Naturextrakten gegeben, nach Abreagieren des Diazo-
methans erneut vollstandig eingeengt, in Dichlormethan (SupraSolv®) aufgenommen und

gaschromatographisch / massenspektrometrisch untersucht.

Hydrierung
Die Hydrierungen der Extrakte erfolgt im Autoklaven bei 20 bar Wasserstoffdruck in

Gegenwart geringer Mengen eines Katalysators (Pd/C - Palladium auf Aktivkohle; Platin auf
Aktivkohle).
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Synthese von (15Z)-Docosenal (159)

Darstellung von (152)-Docosen-1-ol (171) HO —
14 5

Alle Syntheseschritte werden unter Schutzgas-Atmosphére durchgefihrt.

Darstellung des Wittig-Reagenzes:

53 g (12 mmol (1.2 Aquivaente), bezogen auf 15-Hydroxypentadecansiurelacton
(Cyclopentadecanolid; 170)) gemérsertes und im Olpumpenvakuum getrocknetes n-Heptyl-
triphenylphosphoniumbromid werden in 100 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und unter
Rihren auf - 20 °C gekuhlt. Dann werden 6 mL einer 2 M Losung Natriumbistrimethyl-
silylamid in Tetrahydrofuran (entsprechend 12 mmol Natriumbistrimethylsilylamid;
aquimolar) zugegeben und das Ylid weitere 15 Minuten bel - 20 °C gerthrt und anschlief3end
auf - 50 °C abgeklhlt.

Darstellung des Lactols:

Zu einer gut gerthrten Loésung von 2.4 g (10 mmol) 170 in 50 mL abs. Toluol werden
vorsichtig bei - 78 °C 12 mL einer 1 M Ldsung von frischem Diisobutylaluminiumhydrid in
n-Heptan (DibalH; entsprechend 12 mmol DibalH; 1.2 Aquivalente) zugetropft. Die Losung
wird weiter bel - 78 °C gertihrt und der Reaktionsverlauf gaschromatographisch verfolgt. Die
Reaktion ist bereits nach ca. 30 Minuten beendet. Restlicher Uberschuss an Diisobutyl-
aluminiumhydrid wird durch Zugabe von 0.1 mL abs. Methanol zerstort.

Im néchsten Schritt wird unter Ruhren das Lactols zur Losung mit dem Wittig-Reagenz
gegeben. Die Losung wird von - 50 °C auf Raumtemperatur gebracht und anschlief3end
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlief3end wird die Reaktionsldsung mit
50 mL 5%iger Salzsaure hydrolysiert. Die Phasen werden getrennt und anschlief3end die
wassrige Phase zweimal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden dann mit je 50 mL 5%iger Salzsdure, geséttigter Natriumhydrogen-
carbonatlésung und Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden
eingeengt. Zur Abtrennung des Triphenylphosphinoxids wird der Rickstand mit 100 mL
Pentan aufgenommen. Anschlief3end wird das Filtrat weiter eingeengt und mit Petrolether
(50- 70 °C) : Ethylacetat 10 : 1 chromatographiert.
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Es wurden 0.74 g (2.28 mmol, 22.8 %) (15Z)-Docosen-1-ol (171) als Rohprodukt in Form
eines gelben Ols erhalten, das beim Stehen als leicht rosa gefarbter Feststoff auskristallisierte.
'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.88 (t, 3H, 22-CHs), 1.2 - 1.42 (m, 30H, CH,), 1.54
- 1.59 (tt, J = 6.7 Hz, 2H, 2-CH), 2.00 - 2.04 (dt, J = 5.1 Hz, 4H, 14-/16-CH,), 3.64 (t, J =
6.7 Hz, 2H, 1-CH,), 5.35 (m, 2H, 15/16-CH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.11 (C-15, CH3), 32.84, 31.81, 29.8, 29.77,
29.69, 29.67, 29.63, 29.62, 29.58, 29.46, 29.34, 63.13 (C-1), 129.92 (C-15/16), 130.39
(C-15/16)

Aufgrund von Signal Uiberlagerungen kdnnen nicht alle Methylengruppen zugeordnet werden.

MS (EI, 70 eV): [m/z]: 39 (9), 41 (82), 42 (26), 43 (59), 44 (4), 45 (2), 53 (7), 54 (27), 55
(100), 56 (22), 57 (23), 58 (1), 65 (2), 66 (5), 67 (31), 68 (25), 69 (44), 70 (11), 71 (7), 77 (1),
79 (4), 80 (4), 81 (26), 82 (36), 83 22), 84 (4), 85 (3), 94 (1), 95 (19), 96 (27), 97 (14), 98 (2),
109 (10), 110 (10), 111 (5), 74 (1), 123 (5), 124 (5), 125 (2), 137 (3), 138 (3), 152 (1),
306 (M - 18, 1), 324 (M*, 1)

Darstellung von (152)-Docosenal (159): —

Es werden 200 mg (0.62 mmol) (15Z)-Docosen-1-ol (171) in 50 mL abs. Dichlormethan
gelost, mit ca. 1 g Molsieb (4 A) und 348 g (0.92 mmol) (1.5 Aquivaente) Pyridinium-
dichromat (PDC) versetzt und anschlief3end eine Stunde bel Raumtemperatur gerdhrt. Dabei
verféarbte sich die Lésung von anfanglich orange Uber dunkelbraun bis schwarz. Die Reaktion
war nach 90 Minuten beendet. Die Ldsung wird nach Beendigung der Reaktion mit
Dichlormethan tUber Kieselgel abfiltriert und eingeengt.

Es wurden 120 mg (0.37 mmol, 59.7 %) (15Z)-Docosena (159) als gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 0.88 (t, 3H, 22-CH3), 1.2 - 1.4 (m, 30H, CH,), 1.59
- 1.66 (it, J = 7.1 Hz, 2H, 3-CHy), 1.99 - 2.04 (dt, J = 5.6 Hz, 4H, 14-/16-CH,), 2.38 - 2.42 (dit,
J=7.4Hz J=2Hz, 2H, 2-CHy), 5.30 - 5.38 (m, J = 4.6 Hz, 2H, 15-/16-CH), 9.75 (t, J =
2 Hz, 1H, 1-H, CHO)
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BC.NMR (125.8 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.12 (C-22, CHa), 22.14 (C-3), 22.72, 27.25,
29,04, 29.24, 29.37, 29.43, 29.50, 29.62, 29.71, 29.80, 31.86 (C-4 bis C-14 und C-17 bis
C-21), 43.94 (C-2, CH,), 129.89 (C-15/16, CHqye), 130.37 (C-15/16, CHqye), 202.64 (C-1,
CHO)

Aufgrund von Signal tiberlagerungen kénnen nicht alle M ethylengruppen zugeordnet werden.

MS (EI, 70 eV): [m/z]: 39 (5), 40 (2), 41 (49), 42 (10), 43 (44), 44 (10), 45 (1), 53 (5), 54
(22), 55 (100), 56 (28), 57 (35), 58 (4), 59 (2), 65 (2), 66 (3), 67 (35), 68 (18), 69 (56), 70
(24), 71 (17), 72 (3), 73 (1), 77 (1), 78 (1), 79 (7), 80 (9), 81 (31), 82 (31), 83 (35), 84 (16), 85
(9), 86 (2), 87 (1), 93 (5), 94 (6), 95 (27), 96 (22), 97 (27), 98 (23), 99 (4), 100 (1), 101 (1),
107 (4), 108 (4), 109 (11), 110 (8), 111 (12), 112 (7), 113 (2), 114 (1), 115 (1), 121 (8), 122
(3), 123 (6), 124 (5), 125 (6), 126 (2), 127 (1), 128 (1), 135 (4), 136 (2), 137 (3), 138 (3), 139
(2), 140 (1), 141 (1), 142 (1), 149 (2), 150 (1), 151 (1), 152 (2), 153 (1), 154 (1), 155 (1), 163
(1), 165 (1), 166 (1), 167 (1), 169 (1), 180 (1), 181 (1), 195 (1), 209 (1), 304 (M - 18, 1),
322 (M*, 1)
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13. Sicherheitshinweise

Die folgende Liste umfasst sémtliche Verbindungen und L&sungsmittel, mit denen wéhrend dieser Arbeit
umgegangen wurde. Die Gefahrstoffe sind, soweit vorhanden, mit den jeweiligen Gefahrensymbolen, R- und S
Sétzen versehen worden.

Die Stoffe, fur die keine bekannte Einstufung existiert, sind als geféhrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu
vermeiden, dass man sich mit diesen Stoffen in irgendeiner Weise kontaminiert und diese Stoffe in die Umwelt
eingebracht werden.

Diese Verbindungen sind in der Liste mit leeren Feldern fir die Gefahrensymbole, R- und S-Sétze

gekennzeichnet.

Substanzname Gefahrensymbol R-Satze S-Satze
Aceton F 11-36-66-67 (2-)9-16-26
Acetonitril FT 11-23/24/25 16-27-45
Benzol FT 45-11-48/23/24/25 53-16-45
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
Diethylether F 12-19-22-66-67 (2-)-9-16-29-33
Diisobutylaluminiumhydrid in n-Heptan F,C, N 11-34-14/15 16-27-27-45-36/37/39
Dimethylaminopyridin T 23/24/25-36/37/38 26-28-36/37/39-45
Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
(152)-Docosen-1-d - - -
(152)-Docosen-1-ol - - -
Essigsdureanhydrid C 10-34 26-45
Ethanol F 11 7-16
Ethylacetat F 11-36-66-67 (2-)16-26-33
Guagjazulen - - -
Cyclopentadecanolid - - -
Kaiumcarbonat Xn 22-36/37/38 22-26
Kaliumhydroxid C 35 26-37/39-45
Lactarazulen - - -
Magnesiumsulfat - - -
Methanol FT 11-23/25 7-16-24-45
Natrium-bis(trimethylsilyl)-amid in THF F,C 11-34 16-26-33-36/37/39-45
Natriumchlorid - - -
Natriumhydrogencarbonat - - -
Natriumhydroxid 35 26-37/39-45
Natriumsulfat - - -
n-Heptyltriphenyl phosphoniumbromid - - -
n-Hexan F, Xn 11-36/37-67 (2-)9-16-29-33-36/37-61-62
n-Pentan F 11 (2-)9-16-29-33-61-62
Petrolether F, Xn 11-52/53-65 9-16-23.2-24-33-62
Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1
Pyridiniumdichromat O,T,N 49-8-43-50/53 53-17-45-60-61
Salzsdure C 34-37 26-36/37/39-45
Tetrachlorkohlenstoff T,N 23/24/25-40-48/23- 23-36/37-45-59-61
52/53-59
Tetrahydrofuran F, Xi 11-19-36/37 16-29-33
Toluol F, Xn 11-20 16-25-29-33
Wasserstoff F 12 9-16-33
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R - Satze

R1
R2
R3
R4
R5
R6
R7
R8
R9
R 10
R11
R12
R14
R15
R 16
R17
R 18
R19
R 20
R21
R 22
R 23
R 24
R25
R 26
R 27
R28
R 29
R 30
R31
R 32
R33
R34
R35
R 36
R 37
R 38
R 39
R 40
R41
R 42
R 43
R 44
R 45
R 46
R 48
R 49
R50
R51
R 52
R53
R54
R 55
R 56
R57
R 58
R 59
R 60
R61

Im trockenen Zustand explosionsgefahrlich

Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen explosionsgefahrlich
Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen besonders explosionsgefahrlich
Bildet hochempfindliche explosionsgefahrliche Metal lverbindungen

Beim Erwadrmen explosionsfahig

Mit und ohne L uft explosionsfahig

Kann Brand verursachen

Feuergefahr bei Berlihrung mit brennbaren Stoffen

Explosionsgefahr bei Mischung mit brennbaren Stoffen

Entziindlich

Leichtentziindlich

Hochentzindlich

Reagiert heftig mit Wasser

Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase
explosionsgefahrlich in Mischung mit brandférdernden Stoffen
Selbstentziindlich an der Luft

Bel Gebrauch Bildung explosionsfahiger / leichtentziindlicher Dampf-L uftgemische mdglich

Kann explosionsgefahrliche Peroxide bilden
Gesundheitsschédlich beim Einatmen
Gesundheitsschédlich bei Bertihrung mit der Haut
Gesundheitsschadlich beim Verschlucken

Giftig beim Einatmen

Giftig bei Berthrung mit der Haut

Giftig beim Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen

Sehr giftig bei Beriihrung mit der Haut

Sehr giftig beim Verschlucken

Entwickelt bel Bertihrung mit Wasser giftige Gase
Kann bei Gebrauch leicht entziindlich werden
Entwickelt bei Bertihrung mit Sdure giftige Gase
Entwickelt bel BerUhrung mit Séure sehr giftige Gase
Gefahr kumulativer Wirkungen

Verursacht Verétzungen

Verursacht schwere Verdtzungen

Reizt die Augen

Reizt die Atmungsorgane

Reizt die Haut

Ernste Gefahr irreversiblen Schadens

Irreversibler Schaden mdglich

Gefahr ernster Augenschaden

Sensibilisierung durch Einatmen mdglich
Sensibilisierung durch Hautkontakt moglich
Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss
Kann Krebs erzeugen

Kann vererbbare Schéden verursachen

Gefahr ernster Gesundheitsschéaden bei 18nger Exposition
Kann Krebs erzeugen beim Einatmen

Sehr giftig fir Wasserorganismen

Giftig flr Wasserorganismen

Schédlich fir Wasserorganismen

Kann in Gewassern langerfristig schadliche Wirkungen haben
Giftig fur Pflanzen

Giftig fur Tiere

Giftig fur Bodenorganismen

Giftig fir Bienen

Kann léngerfristig schadliche Wirkungen auf die Umwelt haben
Gefahrlich fir die Ozonschicht

Kann die Fortpflanzungsfahigkeit beeintréchtigen
Kann das Kind im Mutterleib schadigen
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R 62
R 63
R64
R 65
R 66
R 67
R 68

Kann moglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintréchtigen

Kann das Kind im Mutterleib mdglicherweise schadigen

Kann Sduglinge Uber die Muttermilch schadigen

Gesundheitsschédlich: Kann beim Verschlucken Lungenschéden verursachen
Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut filhren

Déampfe kdnnen Schlé&frigkeit und Benommenheit verursachen

Irreversibler Schaden mdglich

Kombinationen der R-Satze

R 14/15
R 15/29
R 20/21
R 20/22
R 20/21/22
R 21/22
R 23/24
R 23/25
R 23/24/25
R 24/25
R 26/27
R 26/28
R 26/27/28
R 27/28
R 36/37
R 36/38
R 36/37/38
R 37/38
R 39/23
R 39/24
R 39/25
R 39/23/24
R 39/23/25
R 39/24/25

R 39/23/24/25
R 39/26

R 39/27

R 39/28

R 39/26/27

R 39/26/28
R 39/27/28

R 39/26/27/28
R 40/20

R 40/21

R 40/22

R 48/23/25

R 48/24/25

R 48/23/24/25
R 50/53

R 51/53

R 52/53

R 68/20
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Reagiert heftig mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase

Reagiert mit Wasser unter Bildung giftiger und hochentziindlicher Gase

Gesundheitsschadlich beim Einatmen und bei Bertihrung mit der Haut

Gesundheitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken

Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut
Gesundheitsschadlich bei Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken

Giftig beim Einatmen und bel Bertihrung mit der Haut

Giftig beim Einatmen und Verschlucken

Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut

Giftig bel Bertihrung mit der Haut und beim Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen und bei Berlihrung mit der Haut

Sehr giftig beim Einatmen und Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Bertihrung mit der Haut

Sehr giftig bei Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken

Reizt die Augen und die Atmungsorgane

Reizt die Augen und die Haut

Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut

Reizt die Atmungsorgans und die Haut

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit der Haut

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens beim Verschlucken

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Bertihrung mit der Haut
Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch Verschlucken

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berlhrung mit der Haut und durch
Verschlucken

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Berthrung mit der Haut und
durch Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bel Bertihrung mit der Haut

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Beriihrung mit der
Haut

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berihrung mit der Haut und durch
Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Bertihrung mit der Haut und
durch Verschlucken

Gesundheitsschadlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen
Gesundheitsschadlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens bei Bertihrung mit der Haut
Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Verschlucken

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition durch Einatmen und durch
Verschlucken

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition durch Beriihrung mit der
Haut und durch Verschlucken

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschéden bei langerer Exposition durch Einatmen, Berihrung
mit der Haut und durch Verschlucken

Sehr giftig fir Wasserorganismen, kann in Gewdssern léngerfristig schédliche Wirkungen
haben

Giftig fur Wasserorganismen, kann in Gewéssern langerfristig schadliche Wirkungen haben
Schédlich fir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schédliche Wirkungen haben
Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen



R 68/20/21

Gesundheitsschadlich: Méglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei Berlihrung
mit der Haut

R 68/20/21/22  Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen, Bertihrung mit der

R 68/20/22

R 68/21
R 68/21/22

R 68/22

S - Satze

S1
S2
S3
S4
S5
S51
S5.2
S53
S6
S6.1
S6.2
S7
S8
S9
S12
S13
S14
S141
S14.2
S143
S144
S145
S14.6
S14.7
S14.8
S14.9
S14.10
S14.11
S15
S16
S17
S18
S20
S21
S22
S23
S231
S23.2
S233
S234
S235
S24
S25
S26
S27
S28
S28.1

Haut und durch Verschlucken

Gesundheitsschadlich: Maoglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch
Verschlucken

Gesundheitsschadlich: Maglichkeit irreversiblen Schadens bei Bertihrung mit der Haut
Gesundheitsschadlich: Mdoglichkeit irreversiblen Schadens bei Bertihrung mit der Haut und
durch Verschlucken

Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Verschlucken

Unter Verschluss aufbewahren

Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen

Kihl aufbewahren

Von Wohnplé&tzen fernhalten

Unter... aufbewahren (geeignete Flissigkeit vom Hersteller anzugeben)
Unter Wasser aufbewahren

Unter Petroleum aufbewahren

Unter Paraffindl aufbewahren

Unter... aufbewahren (inertes Gas vom Hersteller anzugeben)

Unter Stickstoff aufbewahren

Unter Argon aufbewahren

Behalter dicht geschlossen halten

Behéalter trocken halten

Behdlter an einem gut bel iifteten Ort aufbewahren

Behdlter nicht gasdicht verschlief3en

Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten

Von ... fernhalten (inkompatible Substanzen sind vom Hersteller anzugeben)
Von Reduktionsmitteln, Schwermetallverbindungen, Sauren und Alkalien fernhalten
Von oxidierenden und sauren Stoffen sowie Schwermetallverbindungen fernhalten
Von Eisen fernhalten

Von Wasser und Laugen fernhalten

Von Sauren fernhalten

Von Laugen fernhalten

Von Metallen fernhalten

Von oxidierenden und sauren Stoffen fernhalten

Von brennbaren organischen Substanzen fernhalten

Von Séauren, Reduktionsmitteln und brennbaren Materialien fernhalten

Von brennbaren Stoffen fernhalten

Vor Hitze schiitzen

Von Zundquellen fernhalten - Nicht rauchen

Von brennbaren Stoffen fernhalten

Behdlter mit Vorsicht 6ffnen und handhaben

Bel der Arbeit nicht essen und trinken

Bel der Arbeit nicht rauchen

Staub nicht einatmen

Gas/Rauch/Dampf/Aerosol nicht einatmen

Gas nicht einatmen

Dampf nicht einatmen

Aerosol nicht einatmen

Rauch nicht einatmen

Dampf/Aerosol nicht einatmen

Bertihrung mit der Haut vermeiden

Bertihrung mit den Augen vermeiden

Bel Bertihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser absptilen und Arzt konsultieren
Beschmutzte, getrénkte Kleidung sofort ausziehen

Bel Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel ... (Vom Hersteller anzugeben)
Bel Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser
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5282
5283

5284

S285
S28.6

S28.7
S29
S30
S33
S35
S35.1
S36
S37
S38
S39
S40
S40.1

S41
S42

S43

S43.1
S43.2
S43.3
S434
S43.6
S43.7
S43.8
S45
S46
S47
S48
S49
S50
S50.1
S50.2
S50.3
S51
S52
S53
S56
S 57
S59
S60
S6l

S62

S63
S64

209

Bel Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und Seife

Bei Beruhrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und Seife, mdoglichst auch mit
Polyethylenglycol 400

Bel Beriihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Polyethylenglycol 300 und Ethanol und
anschlief3end mit viel Wasser und Seife

Bel Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Polyethylenglycol 400

Bel Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Polyethylenglycol 400 und anschliefRend
Reinigung mit viel Wasser

Bel Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und saurer Seife

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen

Niemals Wasser hinzugief3en

Mal3nahmen gegen el ektrostati sche Aufladungen treffen

Abfélle und Behalter miissen in gesicherter Weise beseitigt werden

Abfélle und Behdlter miissen durch Behandeln mit 2%-iger Natronlauge beseitigt werden

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen

Geeignete Schutzhandschuhe tragen

Bel unzureichender Beliftung Atemschutzgerét anlegen

Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

Fulboden und verunreinigte Gegenstdnde mit ... reinigen

FulBboden und verunreinigte Gegenstande mit viel Wasser reinigen (Material vom Hersteller
anzugeben)

Explosions- und Brandgase nicht einatmen

Bel Réauchern/Versprilhen geeignetes Atemschutzgerét anlegen und ... (geeignete Bezeichnungen
vom Hersteller anzugeben)

Zum Loschen ... (vom Hersteller anzugeben) verwenden (wenn Wasser die Gefahr erhoht, anfligen:
"Kein Wasser verwenden™)

Zum L 6schen Wasser verwenden

Zum L 6schen Wasser oder Pulverldschmittel verwenden

Zum L 6schen Pulverl6schmittel, kein Wasser verwenden

Zum L 6schen Kohlendioxid, kein Wasser verwenden

Zum Ldschen Sand, kein Wasser verwenden

Zum L éschen Metallbrandpulver, kein Wasser verwenden

Zum Léschen Sand, Kohlendioxid oder Pulverléschmittel, kein Wasser verwenden

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn moglich dieses Etikett vorzeigen)

Bel Verschlucken sofort &rztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett vorzeigen

Nicht bei Temperaturen Uber ... °C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben)

Feucht halten mit ... (geeignetes Mittel vom Hersteller anzugeben)

Nur in Originalbehalter aufbewahren

Nicht mischen mit ... (vom Hersteller anzugeben)

Nicht mischen mit Séuren

Nicht mischen mit Laugen

Nicht mischen mit starken Sduren, starken Basen, Buntmetallen und deren Salzen

Nur in gut gel iifteten Bereichen verwenden

Nicht grof¥flachig fur Wohn- und Aufenthaltsraume zu verwenden

Exposition vermeiden - vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen

Diesen Stoff und seinen Behdlter der Problemabfallentsorgung zufiihren

Zur Vermeidung einer Kontamination der Umwelt geeigneten Behdlter verwenden

Information zur Wiederverwendung/ Wiederverwertung beim Hersteller/Lieferanten erfragen

Dieser Stoff und sein Behdlter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen

Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen / Sicherheitsdatenblatt zu
Rate ziehen

Bel Verschlucken kein Erbrechen herbeiftihren. Sofort arztlichen Rateinholen und Verpackung oder
das Etikett vorzeigen.

Bel Unfall durch Einatmen: Verunfallten an die frische Luft bringen und ruhig stellen

Bel Verschlucken Mund mit Wasser ausspiilen (nur wenn Verunfallter bel Bewusstsein ist)



Kombinationen der S-Satze

S1/2
S3/7
S3/9
S3/9/14

S3/9/14.1

S3/9/14.2

S3/9/14.3
S3/9/14.4
S3/9/14.5
S3/9/14.6
S3/9/14.7
S3/9/14.8
S 3/9/14/49

S 3/9/49
S3/14

S7/8
S7/9
S7/47

S20/21
S 24/25
S 29/56

S 36/37
S 36/37/39

S36/39
S37/39
S47/49

Unter Verschluss und fir Kinder unzuganglich aufbewahren

Behalter dicht geschlossen halten und an einem kiihlen Ort aufbewahren

Behalter an einem kiihlen, gut gel tifteten Ort aufbewahren

An einem kihlen, gut bellifteten Ort entfernt von ... aufbewahren (inkompatible Substanzen sind
vom Hersteller anzugeben)

An einem kihlen, gut belUfteten Ort, entfernt von Reduktionsmitteln, Schwermetallver-
bindungen, Sauren und Alkalien aufbewahren

An einem kuhlen, gut gellfteten Ort, entfernt von oxidierenden und sauren Stoffen sowie
Schwermetallverbindungen aufbewahren

An einem kihlen, gut geltifteten Ort, entfernt von Eisen aufbewahren

An einem kihlen, gut geliifteten Ort, entfernt von Wasser und Laugen aufbewahren

An einem kihlen, gut gel ifteten Ort, entfernt von Sduren aufbewahren

An einem kiihlen, gut gelfteten Ort, entfernt von Laugen aufbewahren

An einem kihlen, gut geltifteten Ort, entfernt von Metallen aufbewahren

An einem kiihlen, gut gelifteten Ort, entfernt von oxidierenden und sauren Stoffen aufbewahren
Nur im Originalbehdlter an einem kihlen, gut geliifteten Ort, entfernt von ... aufbewahren
(inkompatible Substanzen sind von Hersteller anzugeben)

Nur im Originalbehélter an einem kihlen, gut gel ifteten Ort aufbewahren

An einem kihlen, von ... entfernten Ort aufbewahren (inkompatible Substanzen sind vom
Hersteller anzugeben)

Behdlter trocken und dicht geschlossen halten

Behdlter dicht geschlossen an einem gut gel Ufteten Ort aufbewahren

Behdlter dicht geschlossen und nicht bei Temperaturen Uber ... °C aufbewahren (vom Hersteller
anzugeben)

Bei der Arbeit nicht essen, trinken und Rauchen

Berihrung mit den Augen und der Haut vermeiden

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen und diesen Stoff und seinen Behdlter der Problem-
abfallentsorgung zufihren

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen

Bel der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz
tragen

Bei er Arbeit geeignete Schutzkleidung und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

Nur im Originalbehélter bei einer Temperatur nicht tber ... °C aufbewahren (vom Hersteller
anzugeben)
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