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1 Einleitung

Chemische Kommunikation

Viele Lebewesen benutzen chemische Botenstoffe zur Kommunikation. Diese sogenannten
Semiochemikalien [1], werden danach unterschieden, ob sie der interspezifischen Kom-
munikation dienen, also zwischen zwei verschiedenen Arten wirken, oder ob sie zwischen
artgleichen Individuen vermitteln [2].

Interspezifisch wirksame Substanzen werden Allelochemikalien genannt [3], wobei
unterschieden wird, ob die Duftsignale eine fir den Sender (Allomon) oder fir den Empfanger
(Kairomon) nutzliche Wirkung haben [4]. Intraspezifisch wirksame Substanzen werden als
Pheromone bezeichnet. Sie kdnnen physiologische Veranderungen (,Primer“-Pheromon) oder
Verhaltenséanderungen (,Releaser“-Pheromon) auslosen [5,6,7]. Sie dienen z.B. zum
Anlocken und Auffinden des Geschlechtspartners, der Steuerung und Stimulierung des
Kopulationsvorgangs, zur Aggregation, zur Markierung von Spuren und Arealen und zur
Auslésung von Alarmreaktionen.

Pheromone sind Sekundarmetaboliten des Stoffwechsels. Sie kbnnen de novo erzeugt werden,
dieser Vorgang stellt allerdings fir einen Organismus einen energetischen Aufwand dar, oder
durch Verénderungen von Substanzen, die mit der Nahrung aufgenommen wurden, entstehen.
Im ersten Fall handelt es sich oft um Sexuallockstoffe, die darauf hinweisen sollen, dass es
sich bei dem Emitter um ein starkes gesundes Tier handelt.

Im zweiten Fall sagen die Botenstoffe etwas Uber den Zustand des Habitats, in dem sich das
Individuum aufhélt aus. Borkenké&fer regeln z.B. die Besiedelung ihrer Wirtsbaume grof3ten
Teils Uber Metaboliten von Harzinhaltstoffen [8,9].

Fur  pheromonale  Wirkung  kénnen  sowohl  Einzelsubstanzen als auch
Multikomponentengemische sogenannte Buketts, verantwortlich sein. In letzterem Fall
werden die wirksamen Einzelsubstanzen als Pheromonkomponenten bezeichnet. Das
Komponentengemisch ist haufig erheblich wirksamer als die Summe der einzelnen
Substanzen (synergistischer Effekt).

Da verwandte Arten dhnliche Stoffwechsel haben und de novo nur selten unterschiedliche
Sekundarmetaboliten erzeugen [10,11], erméglicht die Zusammensetzung eines Pheromons
aus mehreren Komponenten eine hohere Artspezifitat. Das gleiche gilt auch fur die
Individualerkennung einzelner Individuen. Ein Bukett von Substanzen ermdglicht es, dass
viele Tiere einen unverwechselbaren Eigengeruch haben, der besonders bei der Mutter-Kind-

Erkennung von Saugetieren eine Rolle spielt [12].
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Seit der Identifizierung des ersten Pheromons durch Butenandt (1959) [13], der die Struktur
des Sexuallockstoffs des weiblichen SeidenspinnBsnmbyx moti das (10Z,12E)-
Hexadecadien-1-0(1), aufklarte, wurden zahlreiche Pheromone fir terrestrische Systeme

beschrieben. Allein bei Schmetterlingen wurden tber 200 Sexuallockstoffe identifiziert.

H O/\/\/\/\/M
1

Abbildung 1 Bombykol

Chemische Botenstoffe aus dem marinen Bereich sind hingegen bedeutend schlechter
erforscht. Die Ursache hierfur liegt im Vergleich zu terrestrischen Systemen in der geringer
erforschten Biologie von Meeresorganismen. Zudem sind die Methoden zur Isolierung und
Identifizierung von Pheromonen, die bei Insekten Anwendung gefunden haben, nicht immer

auf aquatische Systeme Ubertragbar.

Methoden

Sexuallockstoffe werden meistens in sehr geringen Mengen von den Organismen abgegeben.
Fur die Spurenanalyse flichtiger organischer Substanzen, zu denen die meisten
Sexuallockstoffe von Insekten gehdren, stehen mit der Gaschromatographie (GC) bzw. der
Kombination von GC und Massenspektroskopie (MS) geeignete Methoden zur Verfagung.

Eine weiter wichtige Methode, die zur Aufklarung vieler Insektenpheromone gefiihrt hat, ist
die Elektroantennographie. Bei dieser Methode wird die Spannung gemessen, die an der
Antenne, dem Riechorgan der meisten Insekten abféllt, sobald ein Duftstoff auf den
Rezeptoren der Antenne bindet. Dadurch andert sich das Membranpotential der Zelle, und es
wird ein messbarer elektrischer Impuls erzeugt. Mit dieser Methode kann die Antenne eines
Insekts als gaschromatographischer Detektor eingesetzt werden. Ein Chromatogramm, das auf
diese Weise aufgenommen wird, nennt man Elektroantennogramm (EAG).

Ublicherweise wird parallel zu dem EAG mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) ein
FID-Chromatogramm  aufgenommen. Dies ermdglicht dann, das Signal des
elektroantennographischen Detektors (EAD), einer bestimmten Substanz aus dem
Gesamtextrakt zuzuordnen.

Mit Hilfe dieser Zuordnung kann im Anschluss mittels GC/MS-Kopplung die Aufnahme

eines Massenspektrums der aktiven Substanz erfolgen, das erste Strukturinformationen tber
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die Verbindung liefert und in vielen Fallen entscheidend zur Identifizierung beitragt.

Eine ahnliche Form der Reizerkennung mit Antennen mariner Organismen gestaltet sich
deutlich schwieriger. Untersuchungen an Antennen des Flusski®bsesctes propinquus

haben gezeigt, dass Extrakte, die im Verhaltenstest eine Reaktion auslésen bei der Ableitung
der Antenne kein reproduzierbares Signal ergaben [14].

Im wassrigen System sind neben unpolaren, fliichtigen Signalstoffen, die denen von Insekten
ahnlich sind, auch eine Reihe polarer und schwerfliichtiger Botenstoffe bekannt, die nur im
Wasser transportiert werden kénnen.

Zur Isolierung flichtiger Stoffe aus waéassrigem Medium hat sich die Adsorption mit der
»Closed-Loop-Stripping-Analysis® (CLSA) bewahrt. Bei dieser Methode wird Uber mehrere
Stunden in einem geschlossenen System Luft durch den zu untersuchenden Wasserkorper
gepumpt und anschlielBend durch einen Aktivfilter geleitet [15]. Mit dieser Methode konnten
unter anderem Algen- und Seeringelwurmpheromone isoliert werden.

Die Extraktion mit organischen Losemitteln hat nur in begrenztem Umfang Einsatz zur
Identifizierung mariner Naturstoffe gefunden. Die Isolierung mittelpolarer Verbindungen wie
z.B. kurzkettiger Hydroxyséauren gelingt mit dieser Methode nur in unzureichendem Mal3e.

Bei der Anreicherung solcher Verbindungen hat sich die Festphasenextraktion mit C-18
beschichteten Kieselgelen ,Reversed Phase* (RP18) bewahrt. Hierbei wird die wassrige
Losung durch das Adsorbens geleitet und die adsorbierten Substanzen anschlie3end mit einem
organischen Lésemittel wie z.B. Methanol oder Acetonitril eluiert.

Mit dem Einsatz von Festphasen konnte z.B. aus Fischwasser eine Fraktion isoliert werden,
die bei Wasserflohen der Gattubgphniaeine Vertikalwanderung induziert.

Sehr polare Substanzen wie Zucker oder Aminosauren lassen sich durch Gefriertrocknung
gewinnen.

An den Isolierungsschritt konnen sich verschiedene Identifizierungsmethoden anschlie3en.
Unpolare, fliichtige Verbindungen lassen sich gaschromatographisch meistens gut trennen und
konnen dann massenspektroskopisch untersucht werden. Polare Substanzen lassen sich
entweder derivatisieren, so dass sie auch der GC/MS-Kopplung zugéanglich werden, oder mit
der ,High Performance Liquid Chromatographie“ (HPLC) trennen und anreichern.

Die Vorteile der Anwendung der GC/MS-Kopplung liegen in dem hohen Grad an
Strukturinformation, die diese Methode liefert und an den geringen Konzentrationen die mit
ihr noch analysiert werden kdnnen.

Nachteile ergeben sich z. B. aus der Reaktivitdt der verwendeten Losemittel. Zur Extraktion



polarer Substanzen finden haufig Methanol, Acetonitrii und Aceton Anwendung. Diese
Losemittel kbnnen Reaktionen katalysieren oder selber daran beteiligt sein. Die Verwendung
kurzkettiger Alkohole kann z.B. zu Umesterungen fiihren. Da das Losemittel im Vergleich zu
den extrahierten Substanzen im vielfachen Uberschuss vorliegt, sind auch thermodynamisch
unginstigere Reaktionen nicht zu vernachlassigen.

Ein andere Nachteil ergibt sich daraus, dass die Derivatisierungen nicht immer GC géangige
Produkte erzeugen und dadurch eine Reihe interessanter Verbindungen unentdeckt bleiben.
Die Detektion bei der HPLC erfolgt zumeist Uber einen UV-Detektor, der nicht alle
Substanzen detektieren kann und zudem geringe Strukturinformationen liefert. Die
Identifizierung unbekannter Substanzen unter Einsatz der HPLC gelingt meistens nur dann,
wenn die Naturstoffe in ausreichend hoher Konzentration vorliegen, so dass durch die
praparative Anwendung der HPLC genug Substanz fur die Aufnahme eines kernmagnetischen
Resonanzspektrums (NMR) vorhanden ist > 1mg. Die Konzentration vieler Pheromone ist
aber so gering, dass eine Anreicherung durch HPLC Uberaus zeitaufwendig ist.

Geringere Mengen von Substanzen kénnen mit der ,Liquid Chromatographie® (LC) und
anschlieBender Massenspektroskopie analysiert werden. In diesem Bereich kommt zunehmend
die Tandem-Massenspektroskopie (MS/MS) zum Einsatz. Sie liefert auch bei der
Flissigchromatographie ein hohes MalR an  Strukturinformationen  Uber die

chromatographierten Verbindungen.

Biologisch aktive Naturstoffe in aquatischen Organismen

Trotz der beschriebenen Problematik gibt es eine Reihe gut erforschte Signalstoffe im
aquatischen Bereich. Dies gilt z.B. fiur die Gametenlockstoffe verschiedener Braunalgenarten
wie z.B. Ectocarpus siliculosus, Homosira banksmd Durvillaea potatorum Sie sind ein
Beispiel dafir, dass auch im marinen Naturstoffbereich flichtige, unpolare Substanzen ein
wichtige Rolle spielen.

Zur Anlockung und Freisetzung maéannlicher Geschlechtszellen dient diesen Algen das
Divinylcyclopropan(2). Die Deaktivierung dieses Signals erfolgt sehr schnell Gber eine Cope-
Umlagerung, bei der sich die Verbindung in ein substituiertes Cyclohepta-1,43)lidas

sogenannte Ectocarpen umwandelt [16,17].
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Abbildung 2 Braunalgenpheromone

Im Zusammenhang mit der Freisetzung von Gameten wurden bei einer Reihe mariner
Braunalgen weitere aktive mehrfachungesattigie KOhlenwasserstoffe gefunden wie z.B.

das Cystophorer{4) und das Hormosirer{5), welchesauch als Racemat wirksam ist
[18,19,20,21].

Bei Griunalgen der Ariolvox carteriwurde wiederum eine sehr polare Verbindung, ein
Glycoprotein gefunden, das schon in sehr geringen Konzentrationen die Umwandlung zur

geschlechtlichen Form der Alge induziert [22].

Die verschiedenen Signalstoffe, die die Fortpflanzung des Seeringelwurms der Gattung
Platynereisund Nereissteuern, wurden &hnlich intensiv beforscht, wie die Sexualpheromone
der Braunalgen.

Als Schwarmungspheromon dient dem Seeringelwhiereis japonicaunter anderem 3,5-
Octadien-2-on [23]. Als Ausloser des Schwarmens des SeeringelAlatgsereis dumerilii

wurde das (S)-5-Methyl-3-heptanon, das von den Mannchen abgegeben wird und das (R)-5-
Methyl-3-heptanon, das von den Weibchen abgegeben wird, identifiziert [24,25].

Das Pheromon das die SpermaabgabeNeeeis succineanduziert, konnte als L-Cystein-
Glutathion-Disulfid (6) identifiziert werden [26]. BeiPlatynereis dumerilii wird die
Spermaabgabe erstaunlicherweise durch Harnsaure induziert [27,28,29].

Es fallt auf, dass zur Partnerfindung, der hier beschriebenen Seeringelwirmer vor allem

unpolare Substanzen von Bedeutung sind, die Abgabe der Keimzellen jedoch durch sehr



polare Substanzen induziert wird.

Neben Sexualpheromonen ist auch eine Reihe von Warn- und Abwehrstoffen mariner
Organismen bekannt. Ein Beispiel fur eine sehr polare Verbindung als Warnsignal ist das
Anthopleurin(7), das von der Seeanemohethopleura elegantissimaerwendet wird.

Wenn eine Seeanemone verletzt wird, gibt sie die Substanz in geringen Mengen ab, um die in
der nachsten Nachbarschaft ansassigen Artgenossen vor der Gefahr zu warnen. Die
Seeanemonen ziehen dann augenblicklich ihre Tentakeln ein und sind vor Befral3 geschutzt.
Der Fressfeind fuhrt zudem das Warnsignal mit sich, so dass auch weit entfernte Kolonien der

selben Seeanemone von der Ausschittung des Pheromons profitieren [30].

NH,
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Abbildung 3 Strukturen mariner Pheromone; Sexualpheromon von Seeringelwirmern 6 und
Anthopleurin (7)

Je mehr Uber die Bedeutung chemischer Signalstoffe fir das Uberleben vieler mariner
Organismen bekannt wird, desto haufiger stellt sich auch die Frage, ob anthropogen
eingetragene Substanzen diese Kommunikationswege stéren kénnen. Untersuchungen mit
wasserl6slichen  Erdélfraktionen in  ihrer Wirkung auf die Fortpflanzung von
Seeringelwirmern und auf das Revierverhalten von Hummern, haben diese Vermutung
bestatigt [31,32,33]. Bestandteile dieser Fraktionen veranlassen z.B. Seeringelwirmer der
SpeziesPlatynereis dumeriliizur Gametenabgabe. Bei Hummern wurde beobachtet, dass
unter dem Einfluss wasserloslicher Erddélfraktionen Revierkampfe langer andauern und die
dabei ausgefochtenen Rangordnungen schneller zusammenbrechen.

Ob die Okotoxologie dieser Substanzen auch fiir den Riickgang einiger Arten verantwortlich

gemacht werden kann, ist jedoch ungewiss.



Naturstoffe bei Crustaceen

Crustaceen gehdren wie die Insekten zu den Arthropoden [34,35] und sind phylogenetisch
betrachtet mit diesen madglicherweise enger verwandt, als bisher angenommen wurde
[36,37,38]. Crustaceen sind sowohl im terrestrischen als auch im marinen Bereich weit
verbreitet. In marinen Biotopen nehmen sie oft vergleichbare 6kologische Nischen wie die

Insekten auf dem Land ein.

Fur den Menschen sind Crustaceen sowohl als Nahrungsmittel als auch als Schadlinge von
wirtschaftlicher Bedeutung. So werden z.B. einige Langustenarten, Hummer und Shrimps
fischereiwirtschaftlich genutzt. Als Schadlinge gelten in erster Linie Seepocken z.B. der
GattungBalanus die in ihrem sessilen Stadium unter anderem Schiffsrimpfe besiedeln, und
mit einer Reihe von Antifoulingmitteln bekampft werden. Da die in der Grof3schifffahrt
verwendeten Alkylzinnverbindungen wegen ihrer mutagenen und toxischen Eigenschaften in
Verruf gekommen sind, wird seit geraumer Zeit versucht, umweltvertragliche Mittel zu

finden, die die Besiedelung durch Seepockenlarven steuern [39].

Bei Insekten ist eine Vielzahl Verhaltensweisen bekannt, die durch chemische Botenstoffe
reguliert werden. In staatenbildenden Arten ist es eine ganze Batterie von Duftstoffen, die die
Hierarchie aufrechterhalten und das Arbeitsleben regulieren. Bei solitaren Arten wird z.B. die
Paarung, die Brutpflege und Reviermarkierung durch Pheromone koordiniert.

Da es unter Crustaceen wie bei Insekten Kolonien bildende eusozial lebende Arten gibt, wie
die Bromelienkrabb®&letopaulias depressyd0], ist anzunehmen, dass auch hier eine Reihe
von Botenstoffen das Zusammenleben koordinieren.

In den meisten Fallen sind allerdings die Strukturen der dafur verantwortlichen Verbindungen
nicht bekannt.

Relativ gut untersucht ist die Entlassung der Larven aus den Eiern, die bei vielen
Crustaceenarten synchronisiert wird. Die Elterntiere der SeepBek&nus balanoides
stimulieren z. B. mit eineall-cis-10,11,12-Trihydroxy-5,8,14,17-eicosatetraensg@jedas
Schlupfen der Larven [41,42]. Die Stereochemie an den Hydroxygruppen konnte bisher nicht
identifiziert werden.

Bei der Crustaceenarhitropanopius harrisisignalisiert das Dipeptid Leucylargini8) dem

Krabbenweibchen, die Larven aus den Eiern zu entlassen. Das Pheromon wird in den Eiern



produziert und freigesetzt, sobald die Schale einiger Eier spréde wird und Risse bekommt.
Das Weibchen bringt dann durch seine Korperbewegung auch alle anderen Eier zum
Aufbrechen [43].

Abbildung 4 Naturstoffe in Crustaceen: 8 und 9 Schlipfungspheromone von Balanus
balanoides und  Rhitropanopius harrisii , 10 H&autungshormon von Crustaceen, 11
Sexualpheromon von  Erimacrus isenbeckii

Je nach Crustaceenart konnen die Paarungsrituale sehr unterschiedlich sein. Gemeinsam ist
jedoch den meisten, dass die Paarung im Anschluss an die Reifehdutung des Weibchens
erfolgt [44].

Viele Untersuchungen ergaben auf3erdem, dass die Pheromone, die fir die Partnerwahl

verantwortlich sind, mit dem Urin Uber die Antennendriisen abgegeben werden.
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Die Annahme, dass das H&autungshornfdiEcdyson (10), ein Polyhydroxysteroid, als
generelles Sexualpheromon bei Crustaceen fungiert [45], konnte in verschiedenen Studien
unter anderem am Hummidomarus americanugiderlegt werden [46].

Sehr ausfihrlich Untersuchungen wurden zu dem Sexualverhalten der BlauBedlbiectes
sapidusdurchgefiihrt. In Anwesenheit von Weibchen, deren Reifehdutung kurz bevorsteht,
beginnt das Mannchen mit einem intensiven Werbeverhalten und nimmt dann das Weibchen
in die sogenannte ,cradle-carry* Position. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Verhalten
von dem Urin der Weibchen ausgel6st wird. Dieser wurde den Weibchen abgezapft und I6ste
in einem Biotest bei den Mannchen Paarungsverhalten aus.

Aus der Studie geht aul3erdem hervor, dass ausschlief3lich die Riechaste der Mannchen fur die
Rezeption des Sexualpheromons zustandig sind. Ahnliche Erkenntnisse ergaben sich auch aus
Studien am Flusskrelf3ronectes propinquu4,47]. Die Struktur dieser Pheromone konnte
allerdings bislang nicht aufgeklart werden. Erst in jungster Zeit konnten Sexualpheromone der
HaarkrabbeErimacrus isenbeckiidie ein dhnliches Paarungsverhalten wie die Blaukrabbe
aufweist, aufgeklart werden. Es handelt sich hierbei um eine Reihe von Ceramiden in denen
Sphingosin mit einem-Hydroxyfettsdure verestert i1 [48].

Hummermannchen reagieren im Gegensatz zu Blaukrabbenmannchen erst auf gehautete reife
Weibchen mit Paarungsverhalten. Auch ist das Werbungsverhalten bei Hummern nicht so
auffallig wie bei der Blaukrabbe. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass auch bei Hummern
der ArtHomarus americanudie Sexualpheromone der Weibchen, tber den Urin abgegeben
werden.

Gehautete reife Weibchen umgebendes Wasser und deren Urin zeigten in diesem Versuch
eine hohe Attraktivitat. Nahrungsextrakte und Wasser von Hummern verschiedener anderer
Hautungsperioden riefen keine Reaktion hervor. Weitere Versuche, den Ursprung des
Pheromons zu lokalisieren, ergaben, dass es wahrscheinlich in den Ovarien der Tiere
sezerniert wird [49]. Ebenso wie bei der Blaukrabbe blieb auch beim Hummer die Struktur der
Pheromone unaufgeklart.

Studien, die mit Einsiedlerkrebsen der Ragurus geminuslurchgefuhrt wurden, ergaben
ebenfalls, dass bei dieser Art die Geschlechtererkennung durch Duftstoffe vermittelt wird, und
das die Antennulen fir die Rezeption derselben verantwortlich sind [50]. Auch in diesem Fall

konnten die Substanzen, die als Pheromone wirken, nicht identifiziert werden.
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Chemorezeption bei Crustaceen

Die Untersuchung chemischer Signalstoffe ist eng verknipft mit dem Forschungsgebiet tGber

die Chemorezeption der verschiedenen Lebewesen. Bei Insekten hat der Einsatz bekannter
Pheromone dazu beigetragen, die Empfindlichkeit und die Spezifitat, der am Insektenkorper

vorhandenen Chemorezeptoren aufzuklaren. Die Ableitung von einzelnen Chemorezeptoren

oder den Antennen hat wiederum zu der Identifizierung weiterer Pheromone beigetragen.

Grundsatzlich wird in der Chemorezeption zwischen Geschmacks- und Geruchswahrnehmung
unterschieden. Gering konzentrierte Duftstoffe, die noch weit von lhrer Quelle entfernt
wahrgenommen werden, ordnet man dem Geruch zu und hoch konzentrierte in Wasser geloste
Substanzen, deren Wahrnehmung durch den Kontakt mit dem Rezeptor erfolgt, werden als
Geschmack bezeichnet.

Bei marinen Crustaceen scheint eine ahnliche Differenzierung der chemischen Wahrnehmung
vorzuliegen. Wie sich die Begriffe Geruch und Geschmack im Detail auf den marinen Bereich
Ubertragen lassen hat allerdings zu kontroversen Diskussionen gefiihrt. So wird z.B. die
Ansicht vertreten [51], dass die Art und Weise der Verarbeitung der Reize im zentralen
Nervensystem ausschlaggebend fur die Zuordnung zwischen Geruch und Geschmack ist.
Geruchsrezeptoren bilden bei den meisten Lebewesen ein eigenes Organ, z.B. die Riechéste
bei Garnelen oder die Nase beim Menschen. Das Organ ist Uber das zentrale Nervensystem
mit dem Riechzentrum verbunden, das alle eingehenden Signale verarbeitet. So besitzen
marine Crustaceen fast identisch aufgebaute Riechapparate, wie die auf dem Land lebenden
Insekten [52]. Nach dieser Definition sind alle Reize, die vom Riechorgan wahrgenommen
und im Riechzentrum verarbeitet werden olfaktorischer Natur.

Diese systematische Einteilung erscheint sinnvoll, weil sie eine eindeutige Zuordnung
zwischen Geruch und Geschmack ermdglicht. Sie befriedigt allerdings nicht die Frage, warum
sich bei marinen Organismen, fir die alle Substanzen de facto im Wasser geldst sind, ein
separater Riechapparat entwickelt hat.

Deswegen wird auf3erdem eine qualitative Einteilung zwischen Geruch und Geschmack
vertreten [53], in der Art, dass einfache Verhaltensweisen, wie z.B. die Nahrungsaufnahme
durch Geschmacksstoffe, komplexe Verhaltensweisen, wie z.B. die Paarung aber von
olfaktorischen Reizen ausgeltst werden.

Andere Autoren sind wiederum der Meinung [54], dass gute Wasserldslichkeit und hohe
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Konzentration fur Geschmacksvermittler und geringe Konzentration und hohe Fluchtigkeit fur
Geruchsvermittler charakteristisch sind.

Es wird vermutet [55], dass die Verbindung von Chemorezeption und Tastsinn
ausschlaggebend fur die Geschmackswahrnehmung ist. Diese Vermutung stitzt sich unter
anderem auf die Tatsache, das die Chemorezeptoren, die sich auf der Korperoberflache und
den Extremitaten der Garnelen befinden, immer mit Tasthaaren zusammen auftreten. Auf den
Riechéasten befinden sich hingegen keine solchen Rezeptoren.

Inwieweit die hier wiedergegebenen Thesen voll oder teilweise zutreffen, konnte bisher nicht
geklart werden.

Wahrend es zu der Rezeption polarer Substanzen aus Futterextrakten [56,57,58] eine Reihe
von Untersuchungen gibt, scheitert die Erforschung der Geruchswahrnehmung oft an dem
Fehlen geeigneter Testsubstanzen. Besonders geeignet fir solche Studien waren
Sexuallockstoffe, da sie ein komplexes Verhalten auslésen und ausschlie3lich auf das
Riechorgan wirken. Bisher konnte aber mit Ausnahme des schon erwahnten Crustecdyson und
einiger ahnlicher Verbindungen, deren Lockstoffwirkung mehr als zweifelhaft ist, noch kein

Sexualpheromon von Crustaceen identifiziert werden.

Die NordseekrabbeCrangon crangon

Crangon crangon(Linné1758) (Caridea, Crangonidae) ist die dominierende Garnelenart der
sandigen und schlickigen Kiusten des Ostatlantiks. lhre Verbreitung reicht vom weil3en Meer
bis zu der Atlantikkiiste von Marokko. Sie kommt ebenfalls in der Ostsee, dem Mittelmeer
und dem schwarzen Meer vor. Sie ist in Deutschland die einzige marine Garnele mit
fischereiwirtschaftlicher Bedeutung. In Deutschland und den Niederlanden werden im
Durchschnitt mehr als 5000 t im Jahr gefangen. In einigen Regionen der Nordsee tritt sie
zusammen mit der Garne&rangon allemaniiauf, der aber keine wirtschaftliche Bedeutung
zukommt.

In der Abbildung 5 ist die Abstammung vo@rangon crangondargestellt. Um den
Verwandtschaftsgrad zu anderen bekannten Crustaceenarten zu veranschaulichen, wurde auch
die Abstammung der hier beheimateten Strandkr&#dyeinus maenasnd des Wasserflohs
Daphnia pulex sowie die der intensiv beforschten Seepo@a@anus amphitrite der

Blaukrabbe Callinectes sapidusund der Garnele Palaemonetes pugiodargestellt.
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Arthropoden Stamm, (u.a. Insekten, Spinnen)

Crustacea Klasse [59]

Unterklasse
- Maxillopoda Cirripedia =
Thoracica Ordnung
Unterklassen L Balanomorpha Unterordnung
- Remipedia L Balanidae Familie
- Chephalocarida Ordnung L Balanus amphitrite
- Branchiopoda = Cladocera Daphnia pulex
~Malacostraca
\Ordnung

Decapoda [60,61,62](Eumalacostraca, Eucarida)

Pleocymeata Unterordnung

1
Stenopodidea-l Infraordnung
Anomurea Caridea |
Astacidea | Familie Palaemonidae
Thalassinidea Crangonidae
Palinura
Bri:lchyura Palaemonetes pugio
Portunidae Familie Gattung
Crangon

Carcinus maenas Crangon crangon _ Art
Callinectes sapidus

Abbildung 5 Stammbaum von  Crangon crangon

Erste Arbeiten zur Fortpflanzung v@rangon crangorfinden sich bei Nouvel (1939) [63].

Die Fortpflanzungsperioden sind von April bis Juni und von November bis Méarz. Die Tiere
erreichen ungefahr ein Jahr nach dem Schlipfen die Geschlechtsreife. Die Paarung erfolgt
hauptséchlich nachts, nach der Hautung von Weibchen, deren Ovarien voll entwickelt sind.
Sie reichen dann bis zum dritten Segment des Abdomens Abbildung 6 und Abbildung 7
[64,65,66].

Die Anatomie von Garnelen ist am Beispiel des Flusskrebses in Abbildung 6 dargestellt. Die

Lage der Ovarien entspricht der ¥angon crangon
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Abbildung 6 links: Anatomie eines mannlichen Flusskrebses Dorsalansicht; rechts: Anatomie
eines weiblichen Flusskrebses, Dorsalansicht, Magen, Mitteldarmdriise und Herz entfernt

Dem gehauteten Weibchen kann sich das meist wesentlich kleinere Mannchen gefahrlos
nahern. Es dreht das Weibchen auf den Ricken und beférdert einen Spermatophoren in die
Gegend der weiblichen Geschlechtso6ffnung.

Boddeke, Bosschieter und Goudswaard beschreiben [67], dass das Médnnchen den Ricken des
Weibchens mit den Antennulen betrillert und das Weibchen daraufhin wie erstarrt wirkt.
Kampfe rivalisierender Mannchen sind unbekannt. Eine erneute Begattung findet meist nicht
statt, da das Weibchen jeden weiteren Anndherungsversuch abwehrt.

Boddeke, Bosschieter und Goudswaard beschreiben auRerdem ihre Beobachtung, dass bei
Crangon crangorsogenannte sekundare Weibchen auftreten, dass sind solche, die durch eine

Geschlechtsumwandlung aus Mannchen entstehen.

15



In Abbildung 7 ist der Kdrperbau von Garnelen am BeispielRemaeus setiferugargestellit.

r Chephalothoray Abdomen
Kopf Thorax
1 11 11 1
Cpx r—
s Plg
i
. \{ Tel

antz a Mupy fr:!:._..‘ j i i mli
{ P arTh W

L urp

Abbildung 7 Penaerus setiferus , Weibchen. Lange 200 mm. Beispiel fir den garnelenférmigen
(caridoiden) Habitus. Das Tier lebt in den Asturien an der Ostkiiste der USA und bewegt sich
laufend und schwimmend Uber den Schlammboden. Man beachte das grof3e Pleon mit den
kraftigen Pleopoden, die als Schwimmorgane dienen. Die Thorakopoden stiitzen durch
Laufbewegungen den Kérper vom Boden ab. Es sind drei Paar Scheren an den Thorakopoden

4-6 (Laufbeine 1-3) vorhanden. Die Uropoden bilden mit dem Telson einen grofRen
Schwanzfacher fur das Rickstol3sschwimmen. - Ant; Antennula, Cpx Carapax, Mxpz; Maxilliped (=
3. Thorakopod ), Pls 6. Pleomer (mit Uropoden), Plp Pleopoden, Ro Rostrum, Sca Scaphocerit
(Exopodit) der Antenna, Tel Telson, Thp Thorakopoden, Urp Uropoden. Nach Pérez Farfante
1978 [70,71]

Die Unterscheidung der Geschlechter der Nordseekrabbe erfolgt Uber den Appendix
masculina am Endopoditen des 2. Pleopoden oder Uber die Anzahl der mit Riechhaaren
besetzten Segmente an der 1. Antenne [64]. Bei allen Weibchen sind die unteren 4-7
Segmente der Riechéste nicht mit Riechhaaren besetzt, wahrend die Mannchen vollstandig

mit Riechhaaren ausgestattete Riechaste besitzen (Abbildung 8).
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A Sahamatische Sailan-
ansicht, al erste Anténne, a2
Iwaile Antenne, pl=3 arelarn
bis funfier Pleopod

B. Endapadit das 1.
Flaspadan

c i Antenne deas g b
Basalgliedar, i InPangaikal. F
Richast [Aubangaibal), I
Levdigsche Sinneshaars

0 2. Fleopod deas @

E. 2. Fleopod dae o a Exo=

podit, b Endopadit, -]
Endopadit mit Appendix
masculing

Abbildung 8 Unterscheidung der Geschlechter von Crangon crangon, Tiews 1953 [64]

Viele Beobachtungen sprechen dafir, dass die Mannchen ihre Partnerin Uber Duftstoffe
erkennen und dass der chemischen Orientierung fur diese Garnele eine groRe Bedeutung
zukommt.

Erste Arbeiten tUber die Chemorezeption ®eangon crangorfinden sich bei Spiegel (1927)

[68]. Es wurde die Reizwirkung verschiedener geldster Substanzen auf einzelne Exemplare
untersucht. Eine ausfihrlichere Betrachtung der chemischen Reizauslésung bei der
Nahrungsaufnahme vo@rangon crangorfindet sich bei Dahm und Lillelund (1971). Sie
experimentierten mit Nahrungsextrakten und verschiedenen Aminosauren. Sie konnten
zeigen, dass der Nahrungssaft eine gerichtete Anndherung es Tieres entgegen dem
Konzentrationsgefélle auslést. Von den untersuchten Aminosauren hatte allerdings keine die
Wirkung des Nahrungsextraktes [69].

Interessanter sind die Ergebnisse dieser Arbeit hinsichtlich des deutlich unterschiedlichen
Riechvermdgens der beiden Geschlechter. Die Mannchen waren im Vergleich zu den
Weibchen in der Lage, geringere Konzentrationen eines Duftstoffes wahrzunehmen und

seinen Ursprung genauer und schneller zu lokalisieren.

Da die Hautung des Weibchens den einleitenden Schritt zur Paarung darstellt, liegt die

Vermutung nahe, dass die Sexuallockstoffe bei diesem Vorgang freigesetzt werden. Es ist
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nicht bekannt ob diese Stoffe, wie bei den schon erw&hnten Crustaceddantemus
americanusund Callinectes sapidudiber den Urin aus den Antennendriisen abgegeben
werden. Ebenso ist der Ursprungsort dieser Lockstoffe ungewiss. Des ofteren wurde vermutet,
dass die Sexualpheromone in den Ovarien gebildet werden [49]. Spezielle Pheromondriisen,
wie sie von einigen Insektenarten bekannt sind, wurden bei diesen Garnelen nicht gefunden.
Untersuchungen Uber die @rangon crangorenthaltenen Naturstoffe beschrénken sich auf
aus den Jahren 1959 und 1962 stammende Arbeiten Uber Ganztierextrakte, die ein
Malonsaureamid und Spinacin identifizieren konnten [72,73]. So wie die eigene Arbeit
(Diplomarbeit 1996) zu dem Thema: Identifizierung fluchtiger Inhaltsstoffe G@ngon
crangon In dieser Arbeit wurden Cuticularextrakte und CLSA-Proben@@angon crangon

untersucht.

14
i
P g N g SN
15

16

Abbildung 9 Hauptkomponenten in den Cuticularextrakten von Crangon crangon

In den Cuticularextrakten gehauteter Tiere konnte neben Cholesterim-tiodopherol,

Eicosylacetat (12), Docosylacetat(13), und Docosanol (14) als Hauptkomponenten
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identifiziert werden. In den Cuticularextrakten nicht gehauteter Tiere stellen Hexadecylacetat
(15) und Tetracosandl6) die Hauptkomponenten dar. Sowohl in den methylierten Extrakten
gehauteter als auch nicht geh&uteter Tiere wurden Olsaure, Eicosapentaensaure und
Docosahexaensaure als Hauptbestandteile nachgewiesen. Die Ergebnisse aus den CLSA

Untersuchungen liel3en sich nicht reproduzieren [74].
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2 Themenstellung

Dank der Entwicklung immer empfindlicheren Instrumente rtuckt die Erforschung der Meere
immer mehr in das Interesse der Wissenschatft.

Die Kenntnisse uber Naturstoffe mariner Organismen und deren Bedeutung sind deutlich
geringer als die, die wir von terrestrischen Lebewesen haben. Ebenso sind Verhalten und

Lebensweise von vielen marinen Organismen meist nur lickenhaft dokumentiert.

Die Naturstoffchemie eines Organismus ist eng mit seiner Lebensweise verknlpft. Es ist
davon auszugehen, dass fast allen Substanzen die in einem Lebensraum gebildet werden eine
biologische Bedeutung zu kommit.

So konnen neue Erkenntnisse Uber die Lebensweise einer Art die Bedeutung eines
Naturstoffes erklaren. Ebenso fuhrt die Erforschung der Naturstoffe zu einem genaueren Bild

der Biologie des Lebewesens und seines Lebensraums.

Die Nordseekrabb€rangon crangorhat als einzige Garnele in Deutschland wirtschaftliche
Bedeutung und ihre Biologie ist relativ gut untersucht.

Sie gehort zu den Garnelen (Caridea), die Uber eine sehr differenzierte Wahrnehmung
chemischer Signale verfligen.

Das Fortpflanzungsverhalten v&@rangon crangonvurde schon mehrfach beschrieben. Es
wurde vermutet dass chemische Signalstoffe beim Ablauf der Paarung eine Rolle spielen.

Aus diesen Griunden ist die Nordseekralitrangon crangonfir die Untersuchung, im

Hinblick auf ihr Naturstoffpotential besonders gut geeignet.

Um Kenntnisse Uber die Inhaltsstoffe v&rangon crangonzu erhalten, sowie deren
Bedeutung abzuschétzen, wird im Rahmen dieser Arbeit zunachst die Biologie der Garnele
vorgestellt. Dann soll anhand der gewonnenen Kenntnisse eine sinnvolle Zusammenstellung

des zu untersuchenden Materials und der Extraktionsmethoden erfolgen.

AnschlieRend sollen die Inhaltsstoffe der Extrakte mit Hilfe von Gaschromatographie und
Massenspektroskopie identifiziert und die Ergebnisse aus den verschiedenen Extrakten

verglichen werden.
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Neben der Aufstellung eines Datensatzes der Naturstoffe Gramgon crangonwird
insbesondere die Identifizierung unbekannter Verbindungen angestrebt. Strukturvorschlage

sollen durch Synthese von Referenzsubstanzen bewiesen werden.
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3 Verhaltensstudie zur Wahrnehmung von Nahrungsinhaltsstoffen vonCrangon

crangon

Die Futtersuche und die Paarung sind die beiden am haufigsten beschriebenen
Verhaltensweisen, fur die chemische Signalstoffe von Bedeutung sind. Die Reizwirkung von
Futterextrakten au€rangon crangorwurde ausfuhrlich von Dahm (1971) [69] beschrieben.

Er untersuchte aul3erdem die Attraktivitat einzelner Aminoséuren, von denen er annahm, dass
sie in den Nahrungsextrakten enthalten sind.

Eine neuere Studie zur Wahrnehmung von Futterinhaltsstoffen stellten Derby und Carr (1986)
[56] mit der Garneld’alaemonetes pugior, die wieCrangon crangorzu der Infraordnung

der Caridea gehort. In dieser Studie wurden wassrige Nahrungsextrakte auf ihre Inhaltsstoffe

untersucht. Ein Auszug aus dieser Analyse ist in Abbildung 10 wiedergegeben.

Futterextrakt
Histidin
Serin
=)
= .
N Glycin
=]
< .
° Prolin
=
=} .
% Betain
£
© .
E Taurin
AMP
0 0,005 0,01 0,015 0,02
Konzentration mol/L

Abbildung 10 Konzentrationen ausgewahlter Inhaltsstoffe in Futterextrakten

Anhand der Ergebnisse aus den Nahrungsextraktanalysen wurden kinstliche Futterlésungen
erstellt und diese auf Ihre Aktivitat im Vergleich zu den naturlichen Futterextrakten getestet.
Sie untersuchten aufRerdem eine Reihe von Einzelsubstanzen, um Ruckschlisse auf die
Wahrnehmung von Substanzgemischen vornehmen zu kénnen.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden eine Reihe der von Derby und Carr analysierten

Futterinhaltsstoffe ausgewéahlt, um ihre Wirkung @rdingon crangorzu testen.
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Die Untersuchungen konnten im Rahmen des Fortgeschrittenen-Praktikums fiir Physiologie
des Zoologischen Instituts der Universitat Hamburg durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse sind

in den folgenden Abschnitten wiedergegeben.

3.1 Material

Die Tiere stammten aus dem Sylter Watt. Sie wurden in List auf Sylt, einer Aul3enstation der

Biologischen Anstalt Helgoland, in Durchlaufbecken gehalten.

3.2 Methoden

Es wurde die Wirkung von Glycin, L-Serin, L-Prolin, Betain, Taurin, L-Histidin und
Adenosylmonophosphat (AMP) jeweils als Seewasserlésung in den Konzentratidnen 10

103, 10* und 10°> mol/L an hungrigen Garnelen getestet.

Ein wassriger Extrakt aus homogenisierten Miesmuschelfleisch wurde zum Vergleich
untersucht. Es wurde angenommen, dass der Muschelextrakt bei der Garnele die groft
maogliche Reaktion hervorruft (100 %). Alle anderen Ergebnisse wurden zu diesem Wert in
Relation gesetzt. Der Nullwert wurde mit einer Blindprobe aus reinem Seewasser ermittelt,

dieses loste bei keinem Versuch eine Reaktion aus.

3.3 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau bestand aus einem Halterungsbecken mit 10 bzw. 12 einzelnen
Kammern, von denen jede einen eigenen Seewasserzu- und -ablauf besal3. Aul3erdem war
jeder Zulauf mit einem zusatzlichen Schlauch versehen, durch den jedem Tier separat
Versuchssubstanzen mit in das Wasser gegeben werden konnte. Die Kammerbéden waren mit
Sand bedeckt, und in jede Kammer wurde ein Tier gesetzt. Uber die Becken wurde eine Kiste
gestellt, die zu einer Seite offen war. An der offene Seite konnten die Tiere tUber einen Spiegel

ungestort beobachtet werden. In Abbildung 11 ist der Versuchsaufbau schematisch dargestellt.
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Wasserablauf (fur jedes Einleitungsschlauche
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Garneele

Abbildung 11 Versuchsaufbau schematisch
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3.4 Durchfuihrung und Ergebnisse

Es wurde je ein Milliliter Probenflissigkeit in eine Kammer gegeben und dann die Reaktion
des Tieres Uber einen Zeitraum von 2 Minuten beobachtet. Die Intensitat der Reaktion wurde

nach der folgenden Punkteliste bewertet.

0 keine Reaktion, das Tier sitzt weiter im Sand und zeigt keine Bewegurng der

Mundwerkzeuge und keine deutliche Antennulenbewegung

0,5 | spate, schwache Reaktion, z.B. nur Antennulenbewegung oder Bewegung der

Mundwerkzeuge

1 | schnelle und deutliche Reaktion, z.B. Heben des Kopfes

1,5 | schnelle und deutliche Reaktion, z.B. Ausgraben aus dem Sand

2 |schnelle und sehr deutliche Reaktion, wie das Ausgraben aus dem Sand und eine

gerichtete Suchbewegung

Gleichzeitig wurden die Tiere in den anderen Kammern beobachtet, um auszuschlie3en, dass
aus dem Seewasser ungewollt Reize zu den Tieren gelangt sind. Dieses konnte wéahrend der

gesamten Versuchsdurchfiihrung nicht beobachtet werden.

Ermittlung des Wirkungsgrades

Zunachst wurde Wirkungsgrad von Muschelextrakt ermittelt. Hierzu wurde das Verhalten
jedes einzelnen getesteten Tieres bei Zugabe des Nahrungssaftes beobachtet und nach den
oben aufgefuhrten Kriterien bewertet. Aus der Summe der Punkte wurde der Mittelwert
gebildet und als Wirkungsgrad von 100% definiert.

In den Versuchen mit den Testsubstanzen wurde ebenso verfahren und die Ergebnisse zu
denen vom Muschelextrakt in Relation gesetzt.

Diese Prozentangaben sind in den folgenden Balkendiagrammen wiedergegeben. Die
Literaturwerte stammen aus den Untersuchungen von Derby und Carr [56], die die Aktivitat
dieser Substanzen ebenfalls im Verhaltnis zu den Nahrungsextrakten gemessen haben. Fur die

Aminosauren L-Serin, L-Histidin und L-Prolin lagen keine Referenzdaten vor.
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Betain

100% -
90% -
80% -
70%
60% -
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W Lit. Wert
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60% -
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40% -
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0,01 0,1 1 10

Konzentration mmol/L

AMP

100% +
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

= AMP
W Lit. Wert

Wirkungsgrad

0,01 0,1 1 10

Konzentration mmol/L

Abbildung 12 Balkendiagramme verschiedner Substanzattraktivitaten auf Crangon crangon
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Glycin

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -

@ Glycin
W Lit. Wert

Wirkungsgrad

0,01 0,1 1 10

Konzentration mmol/L

L-Prolin

100% -
90% +
80% -
70% -
609 -
509 -
40% -
30% +
20% +
10%

0%

Wirkungsgrad

0,01 0,1 1 10

Konzentration mmol/L

L-Serin

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

Wirkungsgrad

0,01 0,1 1 10

Konzentration mmol/L

Abbildung 13 Balkendiagramme verschiedener Aminosaureattraktivitaten auf Crangon crangon
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L-Histidin

100% +

90%
80%
70% -
e}
S 60%-
(o))
S 50%-
o
g 40% [ L-Histidin
= 30%
20% -
10%-
0%
0,01 0,1 1 10
Konzentration mmol/L
Abbildung 14 Balkendiagramm der Attraktivitét von L-Histidin auf Crangon crangon

Aus den Abbildungen ist zu entnehmen, dass die getesteten Aminosauren die starksten
Reaktionen auslosten. Dabei variierte die Attraktivitat stark in Abh&ngigkeit von der
Konzentration. L-Serin war Uber alle Konzentrationsbereiche sehr attraktiv, und die
Attraktivitat nahm mit steigender Konzentration stetig zu.

L-Histidin war bei einer Konzentration von 0,1 mmol/L am attraktivsten, mit einem
Wirkungsgrad von etwa 50 %. In den anderen getesteten Konzentrationen lag dieser deutlich
darunter. Glycin, L-Prolin und Taurin l6sten bei einer Konzentration 1 mmol/L ein Minimum

an Resonanz aus. Taurin rief in dieser Konzentration gar keine Aktivitdt bei den Tieren
hervor. Die Attraktivitdt von Glycin und L-Prolin stieg bei einer Konzentration 10 mmol/L
wieder an auf ca. 40- bzw. 50 %. Das war gleichzeitig die starkste Resonanz, die mit diesen
beiden Aminoséuren erreicht werden konnte.

Die gro3te Resonanz, die Taurin ausloste, lag bei ca. 20 % und wurde mit der geringsten der
getesteten Konzentration von 0,01 mmol/L erreicht.

Im Gegensatz zu Taurin, Glycin und L-Prolin, die bei 1 mmol/L den geringsten Wirkungsgrad
hatten, l6ste Betain bei dieser Konzentration mit 20 % die starkste Resonanz aus, die mit
Betain in diesem Versuch erzielt werden konnte.

AMP war in allen gemessenen Konzentrationen vergleichsweise unattraktiv. Die hdchste
Resonanz konnte bei 10 mmol/L mit ca. 10 % erreicht werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Aminosduren am attraktivsten waren
wéahrend Taurin und AMP bei den Tieren die geringste Aktivitat auslosten. Betain nimmt im

Vergleich mit den anderen Substanzen eine Mittelstellung ein.
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Im Anschluss wurden einige Versuche mit Mischungen von zwei Substanzen durchgefihrt,
um eventuelle synergistische Effekte der Aminosauren zu erkennen. Untersucht wurde eine
1:1 Mischung der beiden attraktivsten Verbindungen Glycin und L-Serin ebenso wie eine 1:1
Mischung der beiden am wenigsten attraktiven Verbindungen AMP und Taurin. Auf3erdem

wurde die Kombinationen von AMP/Serin und Taurin/Serin getestet.

Die Ergebnisse sind als Balkendiagramme wiedergegeben. Die Konzentrationsangaben fir die
Losungen, beziehen sich auf die Gesamtkonzentration der eingesetzten Substanzen. So enthalt
das Testgemisch das in den Diagrammen mit 1 mmol/L (Serin/Glycin) angegeben wird 0,5
mmol/L Serin und 0,5 mmol/L Glycin.

In den Diagrammen sind zuerst die Ergebnisse der Attraktivitdt der Einzelsubstanzen
angegeben, dann folgt ein berechneter Mittelwert aus der Summe der Einzelergebnisse, und in

den letzten Spalten sind die experimentellen Ergebnisse der Substanzgemische dargestellt.

L-Serin/Glycin

100% +
90% -
80% -
70%

ke]
©
= 60% - -
o Glycin
S 50%- By )
c -
S 40% W L-Serin
E 30% - 0O (G+S)/2
20%- O Glycin+L-Serin

10% -
0%

0,01 0,1 1 10

Konzentration mmol/L

Abbildung 15 Balkendiagramm der Attraktivitat des Substanzgemisches L-Serin/Glycin auf
Crangon crangon
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L-Serin/AMP
100% -
90% -
80% -
< 70%]
© 0/, |
5 60% ZAMP
D .
é W L-Serin
-g O(A+S)/12
O AMP+L-Serin
0,01 0,1 1 10
Konzentration mmol/L
L-Serin/Taurin
100% -
90% -
e]
o
2 @ Taurin
D .
é W L-Serin
-g O (T+S)/2
O Taurin+L-Serin
0,01 0,1 1 10
Konzentration mmol/L
AMP/Taurin
100%
90% -
80% -
< 70%
®©
o 60%; EAMP
g 50%- _
c
S 0% W Taurin
-g 30%- O(A+T)/2
20% } O AMP+Taurin
10% -
0%
0,01 0,1 1 10
Konzentration mmol/L

Abbildung 16 Balkendiagramme der Attraktivitdten der Substanzgemische aus L-Serin/AMP,
L-Serin/Taurin und AMP/Taurin auf  Crangon crangon
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Aus den Abbildungen geht hervor, dass die Kombination zweier Substanzen in den meisten
Fallen einen synergistischen Effekt hat. Ausnahmen bilden die Gemische von L-Serin und
Glycin sowie L-Serin und Taurin bei der niedrigsten gemessenen Konzentration von
0,01 mmol/L. Die Attraktivitat dieser Gemische lag unter dem Mittelwert.

Die Kombination von L-Serin und Glycin l6ste in dieser Konzentration gar keine Aktivitat bei
den Tieren aus.

Die Attraktivitat der Gemische aus L-Serin und Glycin sowie aus L-Serin und AMP nahm mit
steigender Konzentration zu, wahrend die Gemische aus L-Serin und Taurin, sowie aus AMP
und Taurin bei 1 mmol/L ein Maximum aufwiesen.

Die Kombination aus AMP und Taurin zeigte den starksten synergistischen Effekt. Dabeli
unterschied sich die Mobilitéat, die von dem Gemisch dieser beiden Substanzen ausgelost
wurde, erheblich von den vergleichbaren Bewegungsablaufen der Garnele bei der Futtersuche.
So konnte die Bewegung der Antennulen fast gar nicht beobachtet werden, daftr aber des
Ofteren der furCrangon crangortypische Fluchtreflex, der die Tiere sprungartig durch die

Kontraktion des Pleonmuskels nach oben schnellen lasst [74].

3.5 Diskussion

Der Versuch hat gezeigt, d&rangon crangonauch auf einzelne Nahrungskomponenten
reagiert. Am attraktivsten von den getesteten Einzelsubstanzen wirkte L-Serin gefolgt von
anderen Aminosauren. Taurin und AMP zeigten die geringste Attraktivitat.

Wie bei den Untersuchungen, die von E. Dahm durchgefihrt wurden [69], liegt der
Wirkungsgrad der Einzelsubstanzen weit unter der Attraktivitdt von Miesmuschelextrakten.
Vergleicht man die Einzelsubstanzattraktivitdten Geangon crangonmit denen, die von
Derby und Carr bePalaemonetes pugigemessen wurden [56], fallt auf, dass AMP auf
Palaemonetes pugiceinen starken Futterreiz ausibt, wéhrend in der vorliegenden
Untersuchung zu den Substanzen mit der geringsten Resonanz zahlt.

Dies kann darauf zurickzufihren sein, dass AMP @rangon crangon keinen
Signalcharakter hat oder daraufhin deuten, dass die getesteten AMP Konzentrationen fur
Crangon crangorzu hoch waren.

Der Gehalt von AMP in den von Derby und Carr analysierten Futterextrakten [56] ist sehr
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gering (siehe Abbildung 10). Wenn man sich zuséatzlich vor Augen hélt, dass der Lebensraum
von Crangon crangonim Vergleich zu dem vonPalaemonetes pugiaurch starke
Stromungen und einen haufigen Austausch des Wasserkorpers gekennzeichnet ist, erscheint es
schlissig, dasrangon crangonmdglicherweise auf geringere Mengen von AMP als

Palaemonetes pugis 10° mol/L) reagiert.

Die Mischungen von zwei Substanzen zeigten fast in allen Fallen einen synergistischen
Effekt.

Interessanter Weise konnten bei den Kombinationen von L-Serin und Taurin sowie von
Taurin und AMP und einer Gesamtkonzentration vor® m@l/L aktiver Substanzen,
besonders starke synergistische Effekte gemessen werden, obwohl gerade diese Konzentration
bei den Einzelsubstanzen eher ein Minimum an Reaktion ausloste.

Die Konzentrationen, bei denen der synergistische Effekt am starksten ist, variieren zum Teil.
So ist der Synergismus von L-Serin und Glycin bei 10 mmol/L am starksten, von den anderen
Mischungen jedoch bei 1 mmol/L.

Die Ergebnisse sprechen dafiur, d@sangon crangonebenso wie andere Garnelen, tber eine
sehr differenzierte  Wahrnehmung chemischer Substanzen verfugt und insbesondere

bestimmte Muster von Substanzgemischen interpretieren kann.

Eine aul3erordentlich groRe Reizverstarkung konnte durch das Zufiihren einer Losung von
Taurin und AMP hervorgerufen werden. Beide Substanzen riefen in den
Einzelsubstanzversuchen fast keine Reaktion hervor.

Das Gemisch beider Substanzen loste bei fast allen Tieren Aktivitat aus.

Diese Aktivitat ist wahrscheinlich nicht auf einen Nahrungsreiz zurtickzufiihren, sondern hatte
eher einen Fluchtcharakter [75,76], und die Bewegungen der Tiere unterschieden sich deutlich
von denen, die fir die Futtersuche typisch sind.

AMP-Konzentrationen oberhalb 1 mmol/L werden somit nicht als Nahrungsinhaltsstoff
interpretiert und in Kombination mit Taurin sogar als Gefahrensignal verstanden. Dieser

Bedeutungswandel ist von Derby und Carr nicht beobachtet worden.

Eine &hnliche konzentrationsabhangige Geruchsénderung kennt man von vielen flichtigen
Schwefelverbindungen in ihrer Wirkung auf den Menschen. Der Geruch von Dimethylsulfid,

Schwefelwasserstoff und andere schwefelhaltige Verbindungen, die z.B. fur das Aroma von
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Kaffee verantwortlich sind [77,78], wird in geringen Konzentrationen als angenehm
empfunden. Liegt lhre Konzentration Uber einem bestimmten Schwellenwert, wirken sie
dagegen hochst abstoRend.

Die genannten Schwefelverbindungen sind auf3erordentlich giftig und die abschreckende
Wirkung, die ihr Gestank beim Menschen hervorruft, biologisch gesehen sehr sinnvoll. Dass
sie in geringen Konzentrationen, die zum Teil unter der Nachweisgrenze liegen, angenehm
riechen, hangt moglicherweise damit zusammen, dass es sich bei diesen Verbindungen um
Abbauprodukte essentieller Nahrungsbestandteile handelt.

Die Kombination relativ hoher Konzentrationen von AMP und Taurin schein€féngon
crangonebenfalls eine unangenehme Wahrnehmung darzustellen.

AMP als Endprodukt der Energiefreisetzung aus ATP und Taurin als Abbauprodukt von L-
Cysteinsaure signalisieren in den getesteten Konzentration mdglicherweise eine nahrstoffarme

von bakteriellem Abbau gepréagte Umwelt.
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4 Verhaltensstudie zur Fortpflanzung vonCrangon crangon

Das Fortpflanzungsverhalten von Crangoangonwurde zuerst von Nouvel (1939) [63] und
spater von Tiews (1969) [64] und Boddecke, Bosschieter und Goudswaard (1982) [67]
beschrieben. Es wurde vermutet, dass das Mannchen von Pheromonen, die das gehautete
Weibchen abgibt, angelockt werden. Weiter gehende Untersuchungen tber die Art und Weise,
wie das Pheromon abgegeben wird, sind nicht beschrieben. So ist z. B. nicht bekannt, ob das
Sexualpheromon vorCrangon crangonuber den Urin ausgeschieden wird, wie es bei
Hummern beobachtet wurde, oder ob sich das Paarungsverhalten der Mannchen mit Wasser
von attraktiven Weibchen ausldsen lasst.

Die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen unterscheiden sich zu dem in einigen
Details, so wird z.B. bei Boddecker, Bosschieter und Goudswaard beschrieben [67], dass das
Weibchen vom Méannchen mit den Antennulen betrillert wird, wéhrend dieses Verhalten in
den anderen Veroffentlichungen keine Erwahnung findet. Einige dieser offenen Fragen sollen
soweit wie moglich durch eigene Untersuchungen geklart werden.

Da in dieser Arbeit Naturstoffe aus attraktiven Weibchen mit denen von nicht attraktiven
Tieren verglichen werden sollten, war es wichtig, attraktive und nicht attraktive Tiere mit
Sicherheit unterscheiden zu kénnen. Die Beobachtung der Paarung bietet den eindeutigsten
Beweis flr die Attraktivitat eines Tieres.

Viele Tiere zeigen in Gefangenschaft kein FortpflanzungsverhaltenCiingon crangon

wurde bereits beschrieben, dass bei Tieren, die in Aquarien gehalten wurden, keine Paarungen
beobachtet werden konnten und statt dessen die frisch gehauteten reifen Weibchen
aufgefressen wurden. Dass dieser Kannibalismus bei Aquarienhaltung auftritt, ist auch von
anderen Garnelen bekannt [79,80].

In eigenen friiheren Arbeiten (Diplomarbeit 1996) [74], bei denen die Garnelen in Aquarien
mit geschlossenen Wasserkreislaufen gehalten wurden, konnten ebenfalls keine Paarungen
beobachtet werden. Auch nach einer Optimierung der Halterungsbedingungen durch die
Verwendung filtrierten Nordseewassers aus Helgoland und konstanter Kihlung des Wassers
auf 15°C, konnte kein Fortpflanzungsverhalten beobachtet werden. Es konnte lediglich

erreicht werden, dass die Tiere kaum noch zu Kannibalismus neigten.
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Um fur diese Arbeit mdglichst natirliche Halterungsbedingungen zu erzielen, wurden alle hier
durchgefuhrten Versuche in Durchlaufbecken auf Helgoland in den Laboren der Biologischen

Anstalt durchgefuhrt.

4.1 Material

Die Tiere, die zu den Untersuchungen, die in diesem Abschnitt beschrieben werden,
herangezogen wurden, stammten aus der Elbomindung. Sie wurden in den Raumlichkeiten der

Biologischen Anstalt auf Helgoland in Durchlaufbecken gehalten.
4.2 Methode

Zunachst wurden die Tiere in einem grol3en Gemeinschaftsbecken gehalten und spater nach
Geschlecht und Entwicklungsgrad in kleinere Becken umsortiert. Dann wurden Weibchen mit
vollentwickelten Ovarien zusammen mit drei bis vier Mannchen in einem Durchlaufbecken
gehalten und mit einer Infrarotkamera und Infrarotbeleuchtung gefilmt. Es wurden auf3erdem
Aufnahmen von Paarungen gemacht, bei denen das bereits gehautete reife Weibchen in ein
Becken mit mehreren Mannchen gesetzt wurde.

AulRerdem wurde aus einem Becken mit sechs gehauteten, reifen Weibchen Wasser in ein

Becken mit M&nnchen geleitet und deren Reaktion beobachtet.

4.3 Beobachtung

Am Tage sal3en die Tiere die meiste Zeit dicht an dicht eingegraben im Sand. Es wurde
beobachtet, dass die Tiere wahrend sie im Sand saf3en, kontinuierlich ihre Umgebung und
damit auch ihre Artgenossen mit der ersten Antenne abtasteten.

Die Garnelen zeigten kein Revierverhalten, wie zum Beispiel der FlussRrebambarus

clarkii [81,82]. In der Dammerung begann grof3e Schwimmaktivitat, die im Verlauf der Nacht
wieder abnahm. Bei der Laborhaltung konnte oft beobachtet werden, dass gehéautete Tiere fur
gesteigerte Unruhe im Agquarium sorgten und in vielen Fallen von ihren Artgenossen
aufgefressen wurden. In den Aquarien auf Helgoland wurde dieser Kannibalismus nicht
beobachtet. Frisch gehautete Tiere konnten sich ohne Muihe zurlickziehen und blieben fast

immer unbehelligt.
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Nur die Hautung reifer Weibchen sorgte in den Becken fiir einige Aufregung, die sich dann
nach der Paarung des gehauteten Weibchens mit einem der Mannchen wieder legte. Obwohl
die Paarung laut Literaturangaben nur nachts stattfindet, konnten einige Paarungen am Tage
beobachtet werden.

Zur besseren Untersuchung des Paarungsablaufs wurden Filmaufnahmen auf Video von der

Paarung angefertigt und mit Hilfe der Zeitlupentechnik ausgewertet:

Abbildung 17 Mannchen néhert sich seiner Partnerin vom Kopf her

Bei den durchgefihrten Versuchen wurden je ein frisch gehautetes reifes Weibchen in das
Beobachtungsbecken zu drei Mannchen gesetzt. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich die
Tiere nicht mit den Antennen berlUhrten. Meistens waren die Mannchen eingegraben im Sand
und schauten nur mit den Augen und den Antennen heraus. Jedes Mal dauerte es etwa eine
Minute, bis sich eines der Mannchen regte. Es begann damit, dass es zunachst die Antennulen
bewegte und dann schnell aus dem Sand heraus kam. Anschlielend schwamm es kurz
suchend hin und her, bevor es zielstrebig auf das Weibchen zu steuerte.

Das Mannchen nédherte sich dem Weibchen meistens vom Kopf her und betrillerte dann die
Stelle die den Ubergang zwischen Chephalothorax und Abdomen bildet. Das Betrillern konnte
bei jeder Paarung beobachtet werden und scheint eine Schllsselfunktion im Paarungsablauf

innezuhaben.
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Nicht immer naherte sich das Mannchen dem Weibchen von vorn. Einige Mannchen
begannen gleich damit, die mittlere Rilckenpartie des Weibchens zu betrillern.
Maoglicherweise fuhrten Verwirbelungen im Wasser dazu, dass die Duftspur die Mannchen
nicht immer direkt auf die Antennen des Weibchens zufiihrte. Sie naherten sich dann von
hinten dem Weibchen, (die Seiten sind durch den Antennenschlag des Weibchens geschutzt),
und hangelten sich Uber den Uropoden des Weibchens ihren Koérper entlang nach vorne, bis
sie an die Stelle zwischen Cephalothorax und Abdomen angelangt waren. An dieser Stelle

hielten sie inne und begannen mit dem Betrillern.

Abbildung 18 Das Mannchen betrillert das Weibchen auf dem Riicken und dreht es dabei um

Nach dem Betrillern wirkte das Weibchen wie erstarrt und liel3 sich von dem Méannchen auf
den Rucken drehen. Beide Tiere nahmen eine senkrecht gekreuzte Position ein. Es ist
beschrieben, dass das Mannchen in dieser Haltung einen Spermatophoren in die Gegend der
weiblichen Geschlechtsoffnung Ubertragt. Dieser Vorgang wurde nicht naher untersucht.
Detaillierte Daten zur Ubertragung der Spermien Geangon crangonfinden sich bei
Boddeke, Bosschieter und Goudswaard (1982) [67].

AnschlieRend fiel das Mannchen in gekrimmter Haltung reglos zu Boden und erholte sich

nach kurzer Zeit wieder. Der Paarungsablauf dauerte hdchstens eine Minute.
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Bei den durchgefuhrten Versuchen wurden die Weibchen sowohl stromauf-, als auch
stromabwarts von den Mannchen platziert. In beiden Féllen dauerte es etwa eine Minute bis

das Suchverhalten der Mannchen einsetzte.

Im Anschluss an die Aufnahmen wurde versucht, mit Wasser von gehauteten reifen Weibchen
eine Reaktion bei Mannchen auszulésen. Dazu wurden neun gehéautete reife Weibchen in ein
Becken gesetzt und das Wasser aus diesem Becken kontinuierlich in ein Becken mit
Mannchen geleitet. Es konnte kein gesteigertes Interesse an dem Ort des Einlaufs bei den

Mannchen beobachtet werden.

Es wurde aul3erdem versucht, Aufnahmen von der H&utung reifer Weibchen und
anschlieBender Paarung zu erhalten. Dazu wurden mehrere ungehautete Weibchen im
Beobachtungsbecken mit einigen Mannchen durchgehend gefilmt. In der fir die Beobachtung

zur Verfigung stehenden Zeit konnte keine Hautung beobachtet werden.
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4.4 Diskussion

Die Beobachtungen lassen vermuten, dass chemische Botenstoffe fur den Ablauf der Paarung
bei Crangon crangorvon Bedeutung sind. In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass zu
der Auslosung des Paarungsverhaltens kein Korperkontakt, z.B. mit der ersten Antenne,
notwendig ist. Eine visuelle Wahrnehmung der Partnerin ist ebenfalls unwahrscheinlich, da
alle Beobachtungen ausschlie3lich unter infrarotem Licht durchgefiihrt wurden.

Die Sexuallockstoffe werden auch noch mehrere Stunden nach der Reifehautung des
Weibchens abgegeben. Hierin unterscheidet sich der Abgabemodus der Lockstoffe deutlich zu
denen von Krabben. Zwar ist die Hautung des einen Partners bei fast allen Crustaceen eine
notwendige anatomische Voraussetzung [44] fur die Paarung, ausfuhrliche Arbeiten zu der
Fortpflanzung der Strandkrabligancer maenasind der BlaukrabbeCallinectus sapidus,
ergaben aber [83,48], dass bei diesen Arten das Paarungsverhalten schon vor der Hautung des

Weibchens einsetzt.

Wahrend man bei der Strandkrabbe und der Blaukrabbe sicher ist, dass das Pheromon uber
den Urin aus den Antennendrisen abgegeben wird, konnte diese Fr&genfgion crangon

nicht abschliel3end geklart werden.

Die Beobachtungen zeigten, dass sich das Mannchen nicht immer frontal dem Weibchen
nahert, wie es flir eine Reizabgabe aus den Antennendriisen zu erwarten wére.

Es besteht ebenfalls die Moglichkeit, dass die Sexuallockstoffe von anderen Korperdriisen als
der Antennendrise abgegeben werden.

Das intensive Betrillern der Ruckenpartie des Weibchens, deutet darauf hin dass mehrere
Substanzen bei der Partnererkennung@mmngon crangoreine Rolle spielen. Zum einen ist
wahrscheinlich ein Lockstoff fir die Fernerkennung verantwortlich und fuhrt die M&nnchen
zu dem gehéauteten Weibchen, zum anderen ist vermutlich ein anderer Signalstoff fir die
Naherkennung ausschlaggebend. Dieser wird vermutlich bei dem Betrillern der Riickenpartie
von den Mannchen wahrgenommen und leitet die Positionierung der Partnerin und die

Spermaubertragung ein.

Die vergeblichen Versuche, mit dem Wasser attraktiver Weibchen eine Reaktion bei den

Mannchen auszulésen, zeigten, dass hier noch einige weiter Faktoren zu bertcksichtigen sind,
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die noch nicht bekannt sind. Mdglicherweise geben die Weibchen nur in Gegenwart von
Méannchen das Pheromon ab.

Verhaltenstest mit Urin von attraktiven Weibchen konnten nicht durchgefihrt werden, da die
Antennendriisen aufgrund der geringen Grol3e @cemngon crangonschlecht zugénglich

sind.

Um nahere Informationen lber die Substanzen, die von den Antennendriisen abgegeben
werden, zu erhalten, wurde eine Mikrofestphasenextraktion (Solid Phase Micro Extraktion-
SPME) durchgefuhrt [84]. Dazu wurde ein dinner Faden, der mit einer Adsorptionsschicht
versehen war, vor die Antennenwurzel attraktiver Weibchen gehalten. AnschlieBend wurden
die adsorbierten Substanzen analysiert. Die Ergebnisse aus den Analysen sind in den nachsten
Abschnitten wiedergegeben, zusammen mit den Ergebnissen der Untersuchungen von
Ganztierextrakten von attraktiven Weibchen, gehauteten M&nnchen, geh&uteten juvenilen

Weibchen und reifen Weibchen, die sich noch nicht gehautet hatten.
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5 Identifizierung von Naturstoffen von Mannchen und Weibchen in verschiedenen

Entwicklungsstadien und aus verschiedenen Korpersektionen va@rangon crangon

Den Kern der Arbeit bildete die Untersuchung der Inhaltsstoffe von Mannchen und Weibchen
verschiedener Entwicklungsstadien und verschiedener Korpersektionen der Nordseekrabbe

Crangon crangon

5.1 Material

Die Tiere, die zur den Experimenten herangezogen wurden, stammten von der Elbmindung
aus dem Gebiet vor den Inseln Scharhérn und Neuwerk und zwischen Helgoland und
Cuxhaven. Die Tiere wurden auf Helgoland in Durchlaufbecken gehalten, durch die
kontinuierlich frisches Nordseewasser geleitet wurde.

Die Tiere, die zur Praparation der verschiedenen Organe und Kdrperabschnitte vorgesehen
waren, wurden in gekuhlten Becken mit filtriertem Nordseewasser, Stromungsanlage und

einem Biofilter im Institut fir Organische Chemie der Universitat Hamburg gehalten.

5.2 Methoden

Bei der Analyse der Inhaltsstoffe a@angon crangonwurde ein Schwerpunkt auf die
Untersuchung und den Vergleich verschiedener Korpersektionen und ein anderer auf die
Untersuchung und den Vergleich von Mannchen und Weibchen verschiedener
Entwicklungsstadien gelegt.

Die zu untersuchenden Koérperteile wurden prapariert und mit Wasser oder organischen
Losemitteln extrahiert. Fur geschlechtsspezifische Untersuchungen wurden die Tiere
vollstandig (Ganztierextrakte) extrahiert. Die Rohextrakte wurden nach Aufarbeitung und
Aufkonzentrierung mit gaschromatographischen und massenspektroskopischen Methoden

analysiert.

Die Identifizierung der Inhaltsstoffe erfolgte anhand ihrer Massenspektren und ihrer

gaschromatographischen Retentionszeiten. Aus den spektroskopischen Daten wurden
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Strukturpostulate  abgeleitet und mit Hilfe der Vermessung synthetischer
Vergleichssubstanzen bewiesen. In einigen Féllen erlaubten gezielte Derivatisierungen und
der Vergleich mit Spektrenbibliotheken sowie Rastern bestehend aus homologen
Verbindungen eine einwandfreie Zuordnung.

Sehr polare Substanzen konnten erst nach der Derivatisierung der Naturextrakte identifiziert
werden. In den Naturextrakten vorkommenden Carboxylgruppen wurden entweder silyliert
oder methyliert [85,86]. Hydroxygruppen wurden acetyliert oder silyliert. Amide wurden zu
den Nitrilen dehydratisiert. Zur Bestimmung der Lage der Doppelbindungen wurde mit
Dimethyldisulfid (DMDS) derivatisiert [87]. Zusatzlich angewendete
Derivatisierungsmethode war die Hydrierung von ungesattigten Verbindungen zur
Bestimmung der Struktur des Kohlenstoffskeletts.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration chiraler Verbindungen gelang Uber die
gaschromatographische Trennung der Enantiomere an chiralen Cyclodextrin-Phasen und den

Vergleich mit synthetischen Referenzsubstanzen.
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5.3 Strukturaufklarung und Charakterisierung ausgewahlter Naturstoffe ausCrangon
crangon

In diesem Abschnitt wird die Strukturaufklarung und Charakterisierung der Substanzen
dargestellt, deren identifizierte Struktur bisher nicht beschrieben wurde, die als Naturstoffe
bisher nicht bekannt sind oder die besonderes Interesse verdienen, weil sie mdglicherweise als

Signalstoffe von Bedeutung sind.
5.3.1 Hydroxysaureamide

Die 3-Hydroxyséureamide bilden mit 13 homologen Verbindungen eine der
Hauptsubstanzklassen in den Extrakten. Das (S)-3-HydroxydecansaurdaiB)dist die
Hauptkomponente der Hydroxysdureamide und wurde bisher noch nicht als Naturstoff

beschrieben.

OH O
18B

Abbildung 19 Struktur von (S)-3-Hydroxydecansauremid und von (S)-(5Z,8Z,112)-3-
Hydroxytetradecatriensdureamid

Es konnte eine Reihe verzweigter und ungesattigter 3-Hydroxysaureamide identifiziert
werden. Die Strukturen dieser Verbindungen sind bisher in der Literatur nicht beschrieben
worden. Eine dieser Substanzen, das (5Z,8Z,117)-(S)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-
triensdureamiq18B) gehort zusammen mit dem (5Z,8Z,112)- und (5E,8Z,11Z)-Tetradeca-
5,8,11-trien-2-on (28), (27) und dem Tetradecatriensdureamid zu einer Gruppe
Tetradecatrienverbindungen mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen, die mdglicherweise

charakteristisch furCrangon crangonsind. Die Verbindungen besitzen allesamt drei
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homokonjugierte Doppelbindung am drittletztem Kohlenstoffatom der Ket®). (Die
hdchste Konzentration dieser Verbindung wurde in attraktiven Weibchen gefunden.

Die 3-Hydroxysadureamide wurden Uber charakteristische Massenspektren und die
Massenspektren ihrer  Silylderivate sowie den Vergleich mit synthetischen
Vergleichssubstanzen identifiziert. Das Massenspektrum des 3-Hydroxydecansaygi&amid
und der Silylderivatel9 und 20 sind in Abbildung 20, Abbildung 21 und Abbildung 22

dargestellt. Die Synthese des Racemats ist in Abbildung 23 wiedergegeben.

Int. -
ot 100 88 OH
0] 90 -H,O0 M* )\
169 O 187 ~~ “NH,
80 — 59
McLaff.
70 — 1
OH O
60 — I
50 — 59 NH,
43
40 17 88
30 —
20 —
55
10 H 69 g5 98 M*-1
|I | In || | |.|I||. 1 |I|| | ! h. ! 1]|-.2 1?6 140 152 169 186
| | | |

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

Abbildung 20 Massenspektrum des 3-Hydroxydecansaureamids a7

Das Massenspektrum des 3-Hydroxydecansaureaiids wies keine Ahnlichkeit mit
Massenspektren bekannter Verbindungen auf (Abbildung 20). Es besteht hauptséchlich aus
den Fragmenten m/z 59 und 88. Die lonenserie m/z 44, 58, 72, 86 liel3 vermuten, dass die
Verbindung Stickstoff enthalt.

Die Dominanz weniger lonen ist ebenfalls typisch fur stickstoffhaltige Verbindungen. Der
Stickstoff stabilisiert die positive Ladung in den Fragmenten, die dadurch nur in geringen
Malie weiter zerfallen.

Bei dem Bruchstiick mit der Masse m/z 59 handelt es sich um das Produkt der McLafferty-
Umlagerung an der Carbonylfunktion der Amidgruppe. Das Bruchstiick mit der Masse m/z 88

leitet sich aus dex-Spaltung an der 3-Hydroxygruppe ab.
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Abbildung 21 Massenspektrum des monosilylierten 3-Hydroxydecansaureamids (20)
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Abbildung 22 Massenspektrum des disilylierten 3-Hydroxydecansaureamids

19)

Bei der Derivatisierung der Naturprobe mit Silylierungsreagenz wurde eine mono- und eine

disilylierte Verbindung?0 und19 erhalten.
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Die Massenspektren der beiden Verbindungen lassen sich leicht anhand einiger
charakteristischer lonen unterscheiden.

Das Massenspektrum des disilylierten Hydroxysaurearmilzeigt m/z 316 als hdchste
Masse. Es entsteht aus der Abspaltung einer Methylgruppe vom MolekiiligtbjM

Die gleiche Abspaltung fuhrt im Massenspektrum des monosilylierten A2fidsi dem lon

m/z 244.

Des weiteren zeigt sowohl die mono- als auch die disilylierten Verbindung im
Massenspektrum ein intensives Fragment ausxel@paltung an der Silyloxygruppe mit der
Masse m/z 232 fur die disilylierte Verbindung9f und m/z 160 fur die monosilylierte
Verbindung20.

Das lon, das bei einer McLafferty-Umlagerung an der Carbonylgruppe gebildet wird hat in
dem Spektrum der monosilylirten Verbindung die Masse m/z 59 und bei der disilylierten

Verbindung die Masse m/z 131.

Synthese des 3-Hydroxydecansaureamids (17)

Das 3-Hydroxydecansauream{d7) wurde zunachst als Racemat dargestellt. Dazu wurde
Acetonitril nukleophil an Octanal addiert (Abbildung 23). Im Anschluss daran wurde die
Nitrilfunktion mit Wasserstoffperoxid zum Amid hydrolysiert. Die Hydrolyse des Nitrils
musste bei neutralem PH-Wert und mit 3%igeOfin &quimolaren Mengen erfolgen. Die

Ausbeuten waren trotzdem sehr gering.

1. CH4,CN
O 2. BuLi/Hexan OH
H
H,O,/EtOH /vv\)oi/ﬁ\
NH,
17

Abbildung 23 Synthese von racemischen 3-Hydroxydecans&aureamid ( 17)
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Mikroderivatisierungsmethode fir hydroxylierte Amide

Die schlechte Chromatographierbarkeit der Hydroxyséaureamide stellte ein grof3es Problem bei
der Identifizierung der homologen Verbindungen dar. In mehreren Fallen liel sich nur das
hochkonzentrierte (S)-3-Hydroxydecansaureamid chromatographieren.

Die methylverzweigten und die ungesattigten 3-Hydroxysaureamide konnten trotz ihrer
vergleichsweise hohen Konzentration (siehe Tabelle 3) oft nicht detektiert werden.

Erst die Acetylierung der Hydroxygruppe und die gleichzeitige Dehydratisierung der
Amidfunktion mit trockenem Acetanhydrid und trockenem Pyridin zum Nitril (Abbildung 24)
erlaubte eine genaue Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten. Diese Methode stellt
maoglicherweise eine ganz neue Mikroderivatisierungsmethoden fir Amide dar.

Die Abbildung 25 zeigt die Chromatogramme der freien Hydroxysaureamide und der

acetylierten Nitrile.

O

abs. Pyridin | |
OH O abs. Acetanhydrid -0

“ S
/\/\/\)\/\NHZ - HZO CN

Abbildung 24 Acetylierung bei gleichzeitiger Dehydratisierung

Die Nitrile erlauben aufgrund ihrer spezifischen Fragmentierung im Bereich der
Molekilmasse eine eindeutige Bestimmung der Position der Methylgruppen der verzweigten
Homologen [91]. In Abbildung 26 und Abbildung 27 sind die Massenspektren von 8- und 9-
Methyl-3-acetoxydecansaurenitril®22), (21) wiedergegeben. Diese Verbindungen wurden

bisher noch nicht in der Literatur beschrieben.

*Bei der Benennung der acetylierten Verbindungen wurde die Prioritat auf die Nitrilfunktion gelegt, um
hervorzuheben, dass es sich um Derivatisierungsprodukte der zugrundeliegenden Amide handelt.
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Abbildung 25 Chromatogramme der freien 3-Hydroxysdureamide und der derivatisierten 3-
Hydroxysaureamide
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Abbildung 26 Massenspektrum von 3-Acetoxy-9-methyldecansaurenitril (21)
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Abbildung 27 Massenspektrum von 3-Acetoxy-8-methyldecansaurenitril ( 22)

Anhand der Massenspektren lassen sich 8- und 9-Methyl-3-Acetoxydecansageejifal)
deutlich unterscheiden.

Die acetylierten Hydroxysaurenitrile fragmentieren bevorzugt nach Eliminierung von
Essigsaure. Die verzweigten Verbindungen zeigen zuséatzlichueSpaltung vor und hinter

der Verzweigung.

49



Das lon m/z 150 entsteht durch die Abspaltung von Essigsaure und einer Methylgruppe. Es ist
in dem Massenspektrum dso-methylverzweigten Verbindungl deutlich intensiver als in

dem Spektrum deanteisemethylverzweigten Substar22. Ein weiteres charakteristisches
Signal findet sich bei m/z 122, dass durch die Abspaltung von Essigsaure und einer
Isopropylgruppe entsteht.

Im Massenspektrum demteisemethylverzweigten Verbindung2 sind hingegen die lonen

m/z 136 und m/z 108 vergleichsweise intensiv. Sie entstehen aus der Abspaltung von
Essigsaure und einer Ethylgruppe beziehungsweise durch Abspaltung von Essigsaure und
einer Methylpropylgruppe.

Basepeak ist in den Massenspektren aller hier beschriebenen acetylierten Verbindungen das
Fragment m/z 43, das durch @dieSpaltung an der Carbonylgruppe entsteht. Charakteristisch

fur Acetate ist das lon m/z 61, das durch die Protonierung von Essigsaure gebildet wird.

Das Massenspektrum in der Abbildung 28 zeigt die Fragmentierung des acetylierten

(52,82,117)-(S)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaureni(@B).

Erst dieses Massenspektrum und die Bestimmung der Retentionszeit der dazugehdrigen
Verbindung zwischen den ungesattigten homologenu@d G4 Verbindungen erméglichte

die Strukturaufklarung der Substanz. In Abbildung 29 ist die Synthese der racemischen

Vergleichssubstanz dargestellt.
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Abbildung 28 Massenspektrum von (5Z,8Z,112)-3-Acetyloxytetradeca-5,8,11-triensaurenitril (23)

Auch im Massenspektrum der dreifachungesattigten Verbin@3ngt die Abspaltung von
Essigsaure charakteristisch. Dabei entsteht das Fragment m/z 201. Der Basepeak m/z 43
entsteht wie bei den anderen Acetaten auch durcheeBaltung an der Carbonylgruppe.

Das Fragment m/z 61 ist charakteristisch fur Acetate. Dominierend sind die mehrfach
ungesattigten lonen m/z 67, 79, 91, 95, 105.

H
OJ( Swernoxidation H OJ(
Aeen Mo M
. o
HO HO (e}

OH

) 1. lonenaustauscher
+ BuLi 2. TOSCI

PN N N NaCN
/Y\TOS PN N
OH

CN
24 OH

Abbildung 29 Synthese von racemischen (52,82,1127)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaurenitril
(24)

Zur Synthese des (5Z,8Z,112)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaurenitrils,  wurde
optischinaktives 1,2,4-Butantriol mit Aceton zu 4-(2-Hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-1,3-
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dioxolan umgesetzt [90]. Bei dieser Reaktion entstand fast ausschliel3lich der Funfring. Die in
geringen Male gebildete 1,4-geschitzte Verbindung, die sich leicht anhand ihres
Massenspektrums identifizieren liel3, wurde nicht weiter abgetrennt.

AnschlieRend wurde die freie Alkoholgruppe durch Swernoxidation mit Oxalylchlorid und
DMSO zum Aldehyd oxidiert. Dann wurde der Aldehyd in einer Wittigreaktion mit
Nonadienyltriphenylphosphoniumbromid umgesetzt. Das Wittigsalz stand in der
Arbeitsgruppe zur Verfugung und konnte als Ausgangssubstanz eingesetzt werden. Eine
ausfuhrliche Beschreibung der Darstellung dieser Verbindung findet sich bei Plaf3 [92].

Das Tetradecatriendiol wurde deblockiert und die primére Alkoholgruppe tosyliert. Die
Substitution der Tosylatgruppe durch Natriumcyanid fuhrte im Anschluss zum gewiinschten
Produkt.

Eine andere Hauptkomponenten der Weibchenextrakte aus der Gruppe der 3-
Hydroxysaureamide bildete (Z)-3-Hydroxydodec-5-ensdurear(6@). Die Lage der
Doppelbindung konnte anhand der Massenspektren der Dimethyldisulfid-Derivate ermittelt

werden. Diese Verbindung wurde bisher in der Literatur noch nicht beschrieben.

WMNH

60

2

Abbildung 30 Struktur von  rac.--(Z)-3-Hydroxydodec-5-enséaureamid

Zunachst lieferte die Umsetzung der Naturextrakte mit Dimethyldisulfid keine meRbaren
Additionsprodukte, erst nach der Acetylierung und Dehydratisierung der Naturextrakte,
konnte das 5,6-Dithiomethyl-3-acetoxydodecansaurefti) detektiert werden. Die mit lod
katalysierte Addition von Dimethyldisulfid an eine Doppelbindung, ist alsti-
stereospezifisch beschrieben [93]. Da in den Naturextrakten das (E)- und das (Z)-lsomer
vorlagen und die Verbindung ein drittes Stereozentrum am dritten Kohlenstoff mit der
Acetoxygruppe besitzt, waren 4 Diastereomere zu erwartenden. An einer DB-1-Phase konnten
zwei Diastereomere gaschromatographisch bis zur Grundlinie getrennt werden, die anderen
waren als Schulter in den Signalen der beiden erst genannten Substanzen zuerkennen. In
Abbildung 31 ist das Massenspektrum von 5,6-Dithiomethyl-3-acetoxydodecansau@&jitril

wiedergegeben.
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Abbildung 31 Massenspektrum von 5,6-Dithiomethyl-3-acetoxydodecansaurenitril (61)

Fur die Massenspektren von Dimethyldisulfid-Derivaten ungesattigter Verbindungen ist die
Abspaltung von Thiomethylgruppen charakteristisch. Auf diese Weise entsteht auch im
Massenspektrum von 5,6-Dithiomethyl-3-acetoxydodecanséaurerfii) das Fragment

m/z 224 aus dem Molekilion (m/z 331) nach Abspaltung von Essigsdure und einer
Thiomethylgruppe. Der Basepeak m/z 145 bildet sich in Folge ei$graltung zwischen den
beiden Kohlenstoffen, die die Thiomethylsubstituenten tragen. Diese Spaltung ist typisch fur
Dimethyldisulfid Additionsverbindungen [93]. Aus dem lon m/z 145 kann durch die
Eliminierung von Methylsulfid das Fragment m/z 97 entstehen. Das Fragment m/z 126 laf3t
sich durch die Eliminierung von Essigsdure aus dem zweiten Produki-8ealtung
zwischen den beiden Kohlenstoffen mit den Thiomethylsubstituenten m/z 186 erklaren.

Die Acetylgruppe tritt aul3erdem durch das sehr intensive Acylion m/z 43 in Erscheinung. Das
Fragment m/z 61 ist sowohl fur Acetate als auch fur Dimethyldisulfid-Derivate
charakteristisch. In den Spektren der 3-Acetoxydodecensaurenitrile ist das lon der
protonierten Essigsdure (m/z 61) jedoch deutlich weniger intensiv, so dass man davon
ausgehen kann, dass es in diesem Spektrum in erster Linie von einem schwefelhaltigen
Fragment CH,SCH;) gebildet wird.
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Bestimmung der absoluten Konfiguration von 3-Hydroxycarbonsaureamiden

Es konnte gezeigt werden, dass 3-Hydroxydecdh?) ,-dodecan- und -tetra-
decatriensdureamid8) als (S)-Enatiomer in den Naturproben vorliegen.

Von der 3-Hydroxyoctan- und der 3-Hydroxydecansaure, die ebenfalls in geringen Mengen in
den Naturextrakten nachgewiesen werden konnten, wurden nur die (S)-Enantiomere
identifiziert.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration gelang tber gaschromatographische Trennung
an chiralen Cyclodextrinphasen und den Vergleich der Massenspektren sowie der Coinjektion
mit synthetischen Referenzsubstanzen.

Mit Hilfe eines Osmiumtetroxid-Katalysators mit chiralen Liganden konnte das (S)-3-
Hydroxydecansaureamid stereoselektiv synthetisiert werden (Abbildung 32) [94]. Zun&chst
wurde nur die Stereochemie der Hauptkomponente, des (S)-3-Hydroxydecansaureamids
(17B), aufgeklart.

OH
a-AD-MIX :
PN NN NN SO
N
OH OH
TsCI : KCN/DMSO z
OH O
H,O,/EtOH M
NH,
17B

Abbildung 32 Stereoselektive Synthese von (S)-3-Hydroxydecansaureamid (17B)

Da sich das freie Hydroxysaureamid und die Silylderivate auf keiner der zur Verfigung
stehenden chiralen Saulen trennen lieRen, wurden das racemische und das (S)-3-
Hydroxysaureamid an der Hydroxygruppe acetyliert. Die Enantiomere konnten dann mit Hilfe
einer Heptakis-O-(6-TBDMS-2,3-methyl)-3-cyclodextrin-Phase getrennt werden. Es liel3 sich
zeigen, dass in der Naturprobe nur das (S)-Enantiomer des 3-Hydroxydecansdureamids vorlag
(Abbildung 33).
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Abbildung 33 Chromatogramme der Naturprobe, des racemischen 3-Hydroxydecansaureamids
und des (S)-3-Hydroxydecansaureamids
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Die Konfiguration der geringer konzentrierten 3-Hydroxysaureamide konnte auf diese Weise
nicht bestimmt werden. Erst die Umsetzung zu den acetylierten Hydroxysaurenitrilen
ermdglichte es, auch die Stereochemie des (S)-(5Z,8Z,117)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-
triensaureamids aufzuklaren. Die acetylierten Hydroxysaurenitrile zeigten die beste
Auftrennung der Enantiomere durch chirale S&ulen. Sie wurden wie die acetylierten
Verbindungen mit einer Heptakis-O-(6-TBDMS-2,3-methyl)-R-cyclodextrin-Phase getrennt.

Die Enantiomere der acetylierten S&urenitrile eluierten von der chiralen Phase sogar mit Uber
einer Minute Differenz (Abbildung 35).
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Abbildung 34 Synthese von (S)- und ( R)-3-Acetoxyoctansaurenitril
Acetoxydecansaurenitril  (54B/54A), (S)-3-Acetoxadodecansaurenitril
Acetoxy-(5Z,82,117)-tetradeca-5,8,11-trienséurenitril  (23B/23A)

(53 B/53A), (S)- und ( R)-3-
(55B) und (S)- und ( R)-3-

Zum Vergleich mit der Naturprobe wurde ein Raster eacs-3-Acetoxyoctansaurenitril

(53A/B), (R)- und (S)-3-AcetoxadecansaurenitsttA/B),
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saurenitril(55B) und rac.-3-Acetoxy-(5Z,8Z,117)-tetradeca-5,8,11-triensaurenipdA/B)
zusammengestellt. Bis auf die ungesattigten Verbindungen wurden alle Verbindungen aus den
3-Hydroxysauren dargestellt. Eine Beschreibung der Darstellung der 3-Hydroxysauren
befindet sich bei Tagizadeh [95].

Die Sauren wurden zunachst zu den Saurechloriden und dann mit Ammoniak zu den Amiden
umgesetzt. Die Amide wurden dann mit abs. Pyridin und abs. Acetanhydrid zu den
acetylierten Nitrilen derivatisiert. Die Umsetzung ist in Abbildung 24 wiedergegeben.

Abbildung 35 zeigt die Chromatogramme der derivatisierten Naturprobe und des

synthetischen Rasters.
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Abbildung 35 Chromatogramme der derivatisierten Naturprobe und Raster der synthetisierten
Verbindungen
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5.3.2 Amide

Die Amide gehoren, wie die Hydroxysaureamide zu einer der Hauptverbindungsklassen, die
in den Extrakten gefunden wurden. Sie werden im Gegensatz zu Fettsaureestern und Terpenen
eher selten als Naturstoffe beschrieben.

In den Extrakten vonCrangon crangondominieren die Verbindungen mit mittleren
Kettenlangen, wie z.B. Decansaureamid und (E)-2-Decensauré2bids kommen wie bei

den Hydroxysaureamiden methylverzweigte und ungesattigte Verbindungen vor (siehe
Tabelle 3). Bei den methylverzweigten Verbindung sind Verzweigungen insdeoder
anteisePosition am haufigsten. Das-methylverzweigte 2-Methylheptansauream(26)

kommt nur in reifen Weibchen vor.

Zur ldentifizierung der verschiedenen Saureamide wurden die korrespondierenden
Carbonséuren in die Carbonséaurechloride udberfihrt und dann mit Ammoniak zu den
Saureamiden umgesetzt.

Die Synthese ist in Abbildung 36 am Beispiel des (E)-2-Decensaure@fjdtargestellt. Bei

einigen Umsetzungen der Saurechloride mit Ammoniak wurde die Bildung eines
Nebenproduktes festgestellt, dass als Carbonséaurenitril identifiziert werden konnte. Bei der
Verwendung trockenen Dichlormethans und ohne Kihlung des Reaktionsansatzes konnte das

Nitril sogar als Hauptprodukt gewonnen werden.

C,0,Cl,
ﬁ DMAP ﬁ
0°C 25°C, NHs
NH, abs. CH,CI,
ﬁ CH,Cl,
CN
NVWNHZ W
25

Abbildung 36 Synthese von (E)-2-Decensaureamid  (25)
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Die 2-Alkensaureamide zeichnen sich durch ein charakteristisches Massenspektrum und
relativ spate Retentionszeiten aufgrund der konjugierten Doppelbindung aus. So eluiert das
(E)-2-Decenséureami@5) an einer unpolaren Phase zwischen dem Decansaureamid und dem
Undecansaureamid, wahrend die anderen ungesattigten Decensédureamide, zwischen dem

Nonansaureamid und dem Decanséaureamid eluieren. Das Massenspektrum des (E)-2-

Decensaureamid25)ist in Abbildung 37 wiedergegeben.
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Abbildung 37 Massenspektrum von (E)-2-Decensaureamid (25)

Trotz der Doppelbindung in der-Position zeigt das des Massenspektrums 2omlas fir
Carbonsaureamide charakteristische Fragment m/z 59 aus der McLafferty-Umlagerung an der
Carbonylgruppe als Basepeak. Ebenso enthélt es das fur S&ureamide charakteristische
Fragment der Spaltung afiKohlenstoff m/z 72. Voraussetzung fur die Entstehung dieser
Fragmente ist die Umlagerung der Doppelbindung. Das lon m/z 98 ist bei den 2-
Alkensaureamiden besonders intensiv. Die 3-und 5-Alkenséureamide, die ebenfalls im
Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden, bilden dieses Fragment mit Intensitaten, die
zwischen 10 und 30 % liegen. Die bevorzugte Bildung von m/z 98 lai3t sich durch die in

Abbildung 38 gezeigte Fragmentierung erklaren.
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M* m/z 169 ‘

m/z 98

Abbildung 38 Fragmentierungschema des (E)-2-Decensdureamids. Die hier und spéater
aufgefiihrten Strukturen von lonen sind hypothetisch und dienen zur Verdeutlichung von
Zerfallsmechanismen

Voraussetzung fur diese Fragmentierung ist die Isomerisierung der konjugierten
Doppelbindung. Es folgt eine McLafferty-Umlagerung an der Carbonylgruppe unter
Einbeziehung der Doppelbindung. AnschlieRend erfolgt eine weitere Umlagerung ausgehend

vom freien Elektronenpaar am Sauerstoff, die zu dem Fragment m/z 98 fuhrt.

Im Vergleich zu dem Massenspektrum des (E)-2-Decensaurefbidsnthalt das Spektrum
des 2-Methylheptadecansaureami(®5) statt der Fragmente m/z 59 und m/z 72 die
homologen lonen m/z 73 und m/z 86, die sich auch aus @#gpaltung und einer
McLafferty-Umlagerung bilden, aber durch die Methylverzweigung um eing-G&Hppe

schwerer sind. Das Massenspektrum ist in Abbildung 39 dargestellt.

61



Int. 100 —

[%] 73 OH
90 7 \)\
| =~ “NH,
80 73
70 1+ McLaff.
60 — @)
50 - I
NH,
40 86
_ 26
30 4144 86
20 — 57
10 — 100 M*
| | l | | 114 128 143
o L. I . — | |
40 60 80 100 120 140 160 m/z
Abbildung 39 Massenspektrum von 2-Methylheptansdureamid (26)

Um das 2-Methylheptansaurean@ darzustellen, wurde 2-Bromheptan in einer Grignard-

reaktion mit Kohlendioxid umgesetzt. Aus der resultierenden 2-Methylheptansaure wurde das

Saurechlorid hergestellt und im Anschluss mit Ammoniak umgesetzt. Die Stereochemie an

der Methylverzweigung konnte aufgrund der geringen Konzentration dieser Verbindung in der

Naturprobe und der schlechten Trennbarkeit der Enantiomere an den zur Verfugung stehenden

chiralen Saulen nicht aufgeklart werden. Die Synthese des Racemats ist in Abbildung 40

dargestellt.

0] N OH
)Brw/ il g €0 )i/\/

C,0,Cl,
DMAP

@] NH

S 2 O Cl
J/\/\/ T j/\/\/
26

Abbildung 40 Synthese von racemischem 2-Methylheptansaureamid
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5.3.3 Ungesattigte Carbonylverbindungen

Im Abschnitt Hydroxysaureamide wurde bereits beschrieben, dass eine ganze Reihe von
Tetradecatrienverbindungen mit Doppelbindungen an der 5-, 8- und 11-Position in der
Kohlenstoffkette in den Extrakten vorkommen. Das (5Z,8Z,11E)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
(27) und das (5Z,8Z,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2{@8) gehoéren in den reifen und
juvenilen Weibchen mit zu den Hauptkomponenten. Bei den Mannchen hingegen findet man
diese Verbindungen nur in Spuren. Es fallt auf, dass bei den attraktiven Weibchen die
Konzentration der beiden Verbindungen eher gering ist. Das Verhaltnis zwischen der (52)-
und der (5E)-Verbindung bei unattraktiven Weibchen betragt etwa 1:0,9, bei attraktiven
Weibchen nur 1:0,6.

N X
= = — — e
(@]

27 28
\/\/KI/
/\/\/WO =0
29 30
1
N T _0
31 32
o] = |
\/M
33 34 O
Abbildung 41 Strukturen ungesattigter Ketone und Aldehyde in Crangon crangon
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In den Extrakten attraktiver Weibchen wurden ungesattigte Carbonylverbindungen gefunden,
die sonst in keinem der Extrakte vorkommen, das (2E,4E)- und das (2E,4Z2)-2,4-Decadienal
(29), (30) so wie ein Decatrienal und ein Undecatrienon, dessen Struktur nicht abschliel3end
geklart werden konnte, die aber wie das Decadienal vermutlich konjugierte Doppelbindungen
besitzen.

Das (2E,4Z2)- und das (2E,4E)-2,4-Heptadigi3dl), (32)sowie das (3E,52)-3,5-Octadien-2-

on und das (3E,5E)-3,5-Octadien-2{@3), (34)wurde nur in Extrakten von reifen Weibchen
gefunden, nicht aber in denen von Mannchen und juvenilen Weibchen. lhre Massenspektren

sind im Anhang abgebildet.

Die ungesattigten Aldehyde waren kauflich erhéaltlich. Die Ketone wurden synthetisiert. Die
Synthesen und Massenspektren von (5Z,8Z,112)-Tetradeca-5,8,11-trien28pnund
(3E,5E)-3,5-Octadien-2-01433) sind in Abbildung 42, Abbildung 43 und Abbildung 44

dargestellt.
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Abbildung 42 Massenspektrum des (52,82,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on (28)

Das Massenspektrum zeigt mit geringer Intensitdt das Produkt aus einer McLafferty-
Umlagerung mit der Masse m/z 58 und als Basepeak das ProdukSgeaitung ebenfalls an

der Carbonylgruppe mit der Masse m/z 43. Des weiteren zeigt das Massenspektrum des
Tetradecatrienon®8 als charakteristisches Fragment das lon m/z 148, das auf den Verlust der

Masse 58 aus dem Molekulion zurlickzufuhren ist. Das (5Z,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on zeigt

64



die gleiche Fragmentierung. Sie fuhrt bei dem Spektrum des Dienons zu dem Fragment
m/z 150.

+
OH H
w * bOH T W * Os
o 0] (0]
NaHCO, \—/
CO,Cl,
DMS o BULITHF
* M:/\/Pph38r
H
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[\
(0] (0]
— — — * /\:/\:W
(0] o]
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_ _ + — — =
(0]
90 : 10
28 27

Abbildung 43 Synthese von (52,82,117)- und (5E,8Z,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on (28) und
(27)

Als Ausgangssubstanz fur die Synthese des (5Z,8Z,117)-Tetradeca-5,8,11-trienZ8pns (
diente 5-Hexen-2-on. Zuerst wurde die Carbonylfunktion mit Ethandiol geschitzt und
anschlielend die Doppelbindung ozonolytisch gespalten. Die reduktive Aufarbeitung des
Ozonolyseansatzes fuhrte zum Aldehyd der geschitzten Verbindung. Der Aldehyd wurde
durch eine Wittigreaktion mit Nonadienyltriphenylphosphoniumbromid umgesetzt. In der
letzten Stufe erfolgte die Abspaltung der Schutzgruppe.

Da bei der Wittigkupplung mit Natriumbistrimethylsilylsaureamid fast ausschlie3lich das
(52,82,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-(28) entstand, wurde die Kupplung noch einmal mit
Butyllithium durchgefuhrt, bei der eine fur die Identifizierung ausreichende Menge des
(5E,8Z,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-q@3) gewonnen werden konnte.

Das in der oben dargestellten Synthese verwendete Wittigsalz (37,62)-3,6-
Nonadienyltriphenylphosphoniumbromid stand in der Arbeitsgruppe zur Verfigung und

konnte deswegen als Ausgangssubstanz eingesetzt werden [87].
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Abbildung 44 Synthese von (3E,5E)-3,5-Octadien-2-on  (33)

Fur die Darstellung von (3E,5E)-3,5-Octadecadien-338) wurde zunéchst (2E,4E)-2,4-
Heptadienal31) mit Methylmagnesiumbromid um ein Kohlenstoff verlangert. Anschlie3end
wurde die Alkoholgruppe mit Braunstein zur Carbonylverbindung oxidiert. In geringen
Mengen wurde auch das (3E,5Z)-3,5-Octadien-438) erhalten, da die Ausgangssubstanz
nicht vollstandig isomerenrein war. Dies ermdglichte zusatzlich die Identifizierung des (E,Z)-

Isomers in den Naturproben.
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5.3.4 Makrozyklische Lactone

In den Extrakten von Weibchen vor der Reifehdutung mit vollausgereiften Ovarien wurde eine
Reihe makrozyklischer Lactone gefunden, deren Strukturen bisher noch nicht beschrieben
worden sind. Es handelt sich um das 9- sowie 10-Hexadeca@iy*36) und das 9- sowie
10-Octadecanolid{37), (38).

O O
N N
~o ~o
35 36
O O
NN N
~o ~o
37 38
Abbildung 45 Strukturen der makrozyklischen Lactone aus Crangon crangon

Die Massenspektren dieser Lactone zeigen charakteristische Fragmente fir die
unterschiedlichen Ringgréf3en. In Abbildung 46 und Abbildung 47 sind die Massenspektren
des 9- und des 10-Octadecanoli@8), (38)dargestellt

*Die Nomenklatur der makrozyklischen Lactone erfolgte nach der in der Literatur iblichen Bezeichnung dieser
Verbindungen, die das Strukturelement der Lactongruppe in den Vordergrund stellt. Die JUPAC-Namen sind
entsprechend: 10-Heptyloxenan-2{@&5), 11-Hexyloxacycloundecan-2-@86), 10-Nonyloxenan-2-0(37) und
11-Octyloxacycloundecan-2-¢@8).
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Abbildung 46 Massenspektrum von 9-Octadecanolid (37)
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Abbildung 47 Massenspektrum von 10-Octadecanolid (38)

Beide Spektren zeigen die Abspaltung von Wasser aus dem Molekilion m/z 282, die zu dem

Fragment m/z 264 flhrt.

Die Abspaltung der Seitenkette fiihrt bei dem 9-Ring-La¢B) zu dem Fragment m/z 155

und bei dem 10-Ring-Lactq38) zu der Masse m/z 169.

Beide Verbindungen zeigen als Basepeak m/z 98, dies lon entsteht mdglicherweise aus der

Abspaltung der Seitenkette und einer Umlagerung des 10- bzw. 9-Rings zu einem Sechsring.
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Synthese der makrocyklischen Lactone

Die Bildung von 10- bzw. 9-Ringlactonen ist thermodynamisch betrachtet eher ungunstig.
Systematische Untersuchungen haben gezeigt, dass die saurekatalysierte Bildung von
Lactonen aus Hydroxysauren bei 8-11gliedrigen Ringen ein Minimum durchlduft [96]. Den
Ringschlul® der Hydroxysaure Uber eine aktivierte Schwefelbindung zum Carboxylkohlenstoff
und Silberperchlorat herbei zu flhren, ergibt laut Literatur im Vergleich mit der Umsetzung
der Hydroxysaure mit 2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid oder Triphenylphosphin und DEAD
die besten Ausbeuten [97,98,99]. Sie fiihrte auch bei der Darstellung der hier beschriebenen
Verbindungen zu zufriedenstellenden Ergebnissen.

Der Syntheseweg fur diese Verbindungen ist am Beispiel des 9-OctadecdBa@)ds
Abbildung 48 aufgeftuhrt.
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Abbildung 48 Synthese von racemischen 9-Octadecanolid (37)
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Die Synthese des 9-Octadecanol{83) geht von dem Olsauremethylester aus, der zum 8-
Formyloctansauremethylester ozonolysiert wurde. Die Synthese des 10-Octadecanolids geht
vom Undec-10-enséauremethylester aus und verlauft ansonsten wie die hier beschriebene
Synthese.

Der Aldehyd wurde durch Grignardaddition mit Nonylmagnesiumbromid bzw.
Decylmagnesiumbromid gekuppelt. Das so entstandene Methyl-9- bzw. -10-Hydroxy-
octadecanoat wurde verseift und anschlieBend durch Aktivierung der Carboxylgruppe mit
Dipyridyldisulfid zyklisiert.

Die Bestimmung der Stereochemie der Lactone gelang nicht, da diese Verbindungen in zu
geringer Konzentration in den Extrakten vorlagen und bei der Gaschromatographie von

anderen Substanzen uberlagert wurden.
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5.3.5 Diketopiperazine

Diketopiperazine sind Kondensationsprodukte zweier Aminosauren. Die grofte Vielfalt an
diesen Verbindungen wiesen die Extrakte reifer ungehéauteter Weibchen auf. Hier konnten
auch Diketopiperazine ohne Prolin nachgewiesen werden. Die Konzentration der gefundenen
Diketopiperazine lag bei allen Extrakten im Spurenbereich. In den Extrakten von Mannchen
und juvenilen Weibchen konnten keine Diketopiperazine gefunden werden.

Wie bei der Untersuchung verschiedener KorpersektionenGrangon crangongezeigt
werden konnte, wurde diese Verbindungsklasse fast ausschlie3lich in den Muskelextrakten
gefunden und ist mdglicherweise Abbauprodukte von Muskelproteinen (Ergebnisse siehe
Ergebnisse aus der Untersuchung von Mannchen und Weibchen in verschiedenen
Entwicklungsstadien). Dass diese Verbindungen bei Mannchen und juvenilen Weibchen nicht
nachgewiesen werden konnte liegt mdoglicherweise daran, dass hier nicht gentgend
Muskelmaterial extrahiert wurde, so dass die Konzentration der Diketopiperazine unter der

Nachweisgrenze lag.

In Abbildung 49 sind die Strukturen der gefundenen Diketopiperazine dargestellt. Abbildung
50 zeigt den Syntheseweg fur L-Pro-L-Pro-Diketopiperag#i) und L-Pro-L-Phe-
Diketopiperazin (44). Die L-Pro-D,L-lleu- (43), L-Pro-L-Ala- (40) und L-Pro-D,L-Val-
Diketopiperazing(39) wurden auf die gleiche Weise wie das L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin
(44) dargestellt. Die Verbindungen L-Pro-L-Leu-Diketopiperazin, D-Pro-D-Leu, D-Pro-L-
Leu- und L-Pro-D-Leu-Diketopiperazi@2) wurden von Herrn Dipl. Chem. Jens Fuhlendorff

aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. S. Schulz in Braunschweig zu Verfigung gestellt.
Durch Vergleichsmessungen konnte gezeigt werden, dass nur ein Enantiomerenpaar, namlich
die L,L- oder D,D-Diketopiperazine in den Naturproben vorliegen. Die Enantiomere lie3en
sich auf den zur Verfigung stehenden chiralen Saulen nicht trennen. Die Konzentration der
Diketopiperazine in den Naturproben war zu dem zu gering, um sie praparativ zu isolieren
und anhand anderer Methoden die Stereochemie zu bestimmen.

Es ist aber davon auszugehen, dassw es sich hier um die Kombination der naturlich

vorkommenden L-Aminosauren handelt.
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Abbildung 49 Diketopiperazine: Pro-Val  (39), Pro-Ala (40), Pro-Pro (41), Pro-Leu (42), Pro-lleu
(43), Pro-Phe (44), Ala-Leu (45), Ala-lleu (46), Ala-Val (47), Leu-Leu (48), lleu-Leu (49), lleu-lleu
(50)

Verbindungemd5, 46, 47, 48, 48nd 50 standen nicht als Referenzsubstanzen zu Verfiigung,
es handelt sich daher um Strukturvorschlage, die anhand der charakteristischen
Massenspektren dieser Verbindungsklasse und dem Vergleich ihrer Retentionszeiten mit den

Retentionszeiten der anderen synthetischen Diketopiperazine gemacht wurden.
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Abbildung 50 Synthesen von L-Pro-L-Pro, und L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin (41) und (44)

Das Pro-Pro-Diketopiperazi@1) wurde durch Erhitzen einer 10%igen Losung von Prolin in
Ethylenglycol erhalten.

Das Phe-Pro-Diketopiperazi(¥4) wurden mittels Peptidkupplung von Phenylalanin mit
Prolin und anschlieRender Zyklisierung dargestellt (Abbildung 50).

Zuerst wurde die Carboxylatgruppe des Phenylalanins in einer ,Eintopfreaktion mit
Thionylchlorid in Methanol methyliert. AnschlieRend erfolgte die Kupplung der freien
Aminogruppe des Esters mit Hilfe von Dicyclohexyldicarbodiimid (DCC) an die
Carboxylgruppe des Prolins. Die Aminofunktion des Prolins war dazu vorher mit einer
Benzoylcarbonylgruppe (Z) geschutzt worden. Diese wurde im folgenden Schritt durch
katalytische Hydrierung abgespalten. Die Erwarmung des Dipeptids mit geringen Mengen von
Essigsaure fuhrte zur Eliminierung von Methanol und zur Cyklisierung zum gewlnschten

Diketopiperazin.
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Die Fragmentierung dieses Verbindungstyps ist an den Mutterkornalkaloiden Ergosin,
Ergocryptin und Ergocorin intensiv untersucht worden [100]. In den Studien wurde die
Zusammensetzung der Fragmentionen mit der Hilfe hochauflosender Massenspektroskopie
und der direkten Analyse von Tochterionen (DADI; Direct Analysis of Daughter lons)
identifiziert.

Die charakteristischen Fragmentierungsreaktionen sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51 Fragmentierungsshema der Diketopiperazine

Anhand des Fragmentierungsmusters lie3en sich die Massenspektren der Diketopiperazine
leicht interpretieren.
In Abbildung 52 und Abbildung 53 ist das Massenspektrum von Pro-lleu- und Pro-Phe-

Diketopiperazin wiedergegeben.
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Abbildung 52 Massenspektrum von Pro-lleu-Diketopiperazin
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Abbildung 53 Massenspektrum von Pro-Phe-Diketopiperazin
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Der Basepeak m/z 154 (F) im Massenspektrum #8rentsteht durch eine McLafferty-

Umlagerung mit der Isoleucinseitenkette. Das Massenspektrum von Pro-Phe-Diketopiperazin

(41) zeigt hingegen das lon m/z 153 (F-1), das aus einer Abspaltung des Benzylrestes entsteht.
Das Fragment m/z 125 (H) entsteht aus dem Fragment m/z 153 (F-1) bzw. m/z 154 (F), durch

Abspaltung von Kohlenmonoxid bzw. Kohlenmonoxid und eines Protons [100].
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Die Fragmente m/z 86 @ bzw. m/z 120 () und m/z 70 (R) sind Imminiumionen und
charakteristisch fiir die jeweilige Seitenkette. Das lon m/z 8pdHtsteht aus Isoleucin- oder
Leucin, m/z 120 (R) aus Phenylalanin und m/z 70 jKaus Prolin. Aufgrund der guten
Ladungsstabilisierung des stickstoffhaltigen Fiinfrings ist das Fragment m/z ¥an @en

Spektren der Prolin haltigen Diketopiperazine sehr intensiv.

In Tabelle 1 sind die Fragmente wiedergegeben, die sich auf Grund des beschriebenen
Fragmentierungsschemas fur die Massenspektren der Verbind88ge®0 ergeben. Die

Massenspektren der Substanzen sind im Anhang wiedergegeben.

Diketopiperazine M+ |F1loderF1-1] H R1K R2K R1J R2J
R1 R2

Pro Val (39) 196 154 125 70 72 69 71
Pro Ala (40) 168 154 125 70 44 69 43
Pro Pro(41) 194 154 70 70 69 69
Pro Leu(42) 210 154 125 70 86 69 85
Pro lleu (43) 210 154 125 70 86 69 85
Pro Phe(44) 244 153 125 70 120 69 119
Ala Leu (45) 184 128 99 44 86 43 85
Ala lleu (46) 184 128 99 44 86 43 85
Ala Val (47) 170 128 99 44 72 43 71
Leu Leu (48) 226 170 141 86 86 85 85
lleu Leu (49) 226 170 141 86 86 85 85
lleu lleu (50) 226 170 141 86 86 85 85

Tabelle 1 Fragmentionen der Diketopiperazine
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5.3.6 Die Nukleoside

In den Ovarienextrakten zahlen die Nukleoside N-Methyluidimind N-Methylinosins8 zu

den Hauptkomponenten.

OH

HO™"

OH

HO™"

58

Abbildung 54 Strukturen der MethyInukleoside in den Ovarien von

Zur Identifizierung der Verbindungen wurden verschiedene Ribo- und Desoxyribonukleoside

sowie methylierte Inosine silyliert und ihre Massenspektren und Retentionszeiten verglichen.
Die massenspektroskopische Untersuchung ergab, dass sich die silylierten Ribo- und
Desoxyribonukleoside, ebenso wie die am Zucker oder an der Base methylierten Nukleoside

durch charakteristische Fragmente unterscheiden (siehe Tabelle 2). Vergleichsspektren

wurden der Wileydatenbank entnommen [103].

Crangon crangon

Nukleoside M* M*- CH, M*-HOSI(CH;)3 M*-Base M*-Base-
m/z m/z m/z m/z HOSI(CH)3
m/z
tri-TMS-Adenosin 483 468 393 348 259
tetra-TMS-Inosin 466 348 259
di-TMS-Desoxyuridin 372 357 282 261 171
di-TMS-Thymidin 386 371 296 261 171
tri-TMS-N-Methylinosin 498 483 408 348 259
tri-TMS-O-Methylinosin 498 483 408 290 259

Tabelle 2 Fragmentionen der silylierten Nukleoside
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5.3.7 Ethanolamide

In den Antennendriisen und den Ovarien wurden eine Reihe von Ethanolamiden verschiedener
Fettsauren gefunden. Das Ethanolamid der Palmitinsédure bildet die Hauptkomponente dieser
Verbindungsklasse. Korrespondierend zu den Ethanolamiden wurden auch die N,N-Dimethyl-
2-aminoethylester derselben Fettsauren gefunden.

Das Massenspektrum von Hexadecansaureethanolamid ist in Abbildung 55 dargestellt.

OH
— )\
6 o0 & oo M
0
80 —
|(|) McLaff.
70 —
OH
60 WNH/\/
— 116 -H,O = 98
50 u 59 98 2
40 —
30 — 72
20 - 103
112
10 - 126 140 154 M*-18
168 210
bl | TR7 19219677 224238 250 om1
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 m/z
Abbildung 55 Massenspektrum von Hexadecansaureethanolamid (59)

Die Massenspektren der Ethanolamide zeichnen sich durch den Basepeak m/z 85 und das
intensive lon m/z 98 aus. Das Fragment m/z 85 entsteht nach der Abspaltung von Wasser und
einer McLafferty-Umlagerung an der Carbonylgruppe. Das lon m/z 98 bildet sich durch eine
Spaltung am 3-Kohlenstoff mit anschlieRender Wassereliminierung.

Die Synthese ist am Beispiel von Hexadecansaureethanolamid in Abbildung 56 dargestellt.
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Abbildung 56 Synthese von Hexadecansaureethanolamid (59)

Die Darstellung erfolgte durch Umsetzung des Carbonsaurechlorids mit 2-Aminoethanol in
Dichlormethan und Triethylamin. Die N,N-Dimethyl-2-aminoethylester, lassen sich aus den
Ethanolamiden gewinnen, indem man diese mit Tetrachlorkohlenstoff und Triphenylphosphin
in Acetonitril in die 2-Aminoethylester konvertiert und dann mit Dimethylsulfat methyliert
[104].
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5.4 Ergebnisse aus der Untersuchung von Mannchen und Weibchen in verschiedenen

Entwicklungsstadien

Aus der Beobachtung des PaarungsverhaltensCvangon crangorerschien es sinnvoll die
Inhaltstoffe von Mannchen, attraktiven Weibchen und nicht attraktiven (juvenilen) Weibchen
miteinander zu vergleichen. Da es sich bei den attraktiven Weibchen immer um frisch
gehautete Tiere handelt, wurden zum Vergleich ebenfalls frisch gehdutete Mannchen und
frisch gehautete juvenile Weibchen herangezogen.

Weibchen mit voll ausgebildeten Ovarien, die noch vor der Reifehdutung standen, wurden
zusatzlich untersucht. Sie produzieren moglicherweise bereits Sexuallockstoffe oder deren
Vorstufen.

Des weiteren wurden das Wasser aus den Antennendrisen sowie die mittlere Rickenpartie
von attraktiven Weibchen mit Mikrofestphasenextraktion untersucht [84].

Um frisch gehautete Tiere zu erhalten, wurden die Tiere nach Geschlecht und Reifestadium
sortiert und separat gehalten.

Reife Weibchen wurden anhand der Gré3e ihrer Ovarien eingeteilt.

Mannchen wurden anhand des Endopoditen des 2. Pleopoden ihrem Geschlecht zugeordnet.
Die Halterungsbecken wurden alle 6-8 Stunden kontrolliert und die gehauteten Tiere
herausgenommen und extrahiert.

Regelmalig wurden Stichproben auf die Attraktivitat der gehauteten Weibchen durchgefuhrt.
Dazu wurde ein gehautetes reifes bzw. juveniles Weibchen zusammen mit 3-4 Mannchen in
ein Becken gesetzt. Die Stichproben ergaben, dass alle Weibchen mit voll ausgereiften
Ovarien bei den Mannchen Paarungsverhalten ausldsten, von den juvenilen Weibchen jedoch

keines.

5.4.1 Probennahme

Um Naturstoffe aus biologischen Materialien zu isolieren, kdnnen verschiedene Methoden
angewendet werden. Im Rahmen der eigenen Diplomarbeit [74], sind bereits Cuticulaextrakte
von Crangon crangonmit unpolaren Ldsemitteln, wie Pentan und Dichlormethan sowie

CLSA-Analysen durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse wurden in der Einleitung dargestellit.
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Zur Extraktion polarer organischer Verbindungen aus wassrigen Medien hat sich die
Festphasenextraktion (SPE Solid-Phase-Extraktion) atiPlkasen besonders bewéhrt.

Mit Hilfe dieser Methode konnten bereits chemische Signalstoffe isoliert werden, z.B. von
Fischen und von Chaoboruslarven [88]. Aus diesem Grund wurde diese Extraktionsmethode
zur Anreicherung von Naturstoffen aus Maéannchen und Weibchen verschiedener
Entwicklungsstadien ausgewabhit.

Es wurden wassrige Extrakte der ganzen Tiere erstellt und die Naturstoffe anschlie3end auf
C,g-Phasen angereichert und zuerst mit Methanol und dann mit Dichlormethan eluiert. Die
Methanolextrakte wurden séaulenchromatographisch Uber Kieselgel fraktioniert, um einzelne
Substanzklassen besser detektieren zu kénnen.

Um die polaren Substanzen gaschromatographisch trennen zu kénnen, wurden einige dieser
Fraktionen entweder silyliert, methyliert oder acetyliert. Zur Mikroderivatisierung von
Amiden wurde eine Methode entwickelt, die diese Verbindungen mit Hilfe von Acetanhydrid
und Pyridin zu den gut chromatographierbaren Nitrilen umsetzt. Diese Methode wird im
folgenden als Dehydratisierung bezeichnet. Die unpolaren Extrakte konnten direkt der
GC/MS-Untersuchung zugefuihrt werden.

Die wassrige Umgebung attraktiver Weibchen wurde mittels Mikrofestphasen-Extraktion
(SPME) untersucht, ebenso wie die Cuticula im Ubergangsbereich zwischen Cephalothorax
und Abdomen, der bei paarungsbereiten Weibchen auf Mannchen besonders attraktiv wirkt.
Des weiteren wurde der wassrige Extrakt reifer ungehauteter Weibchen mit Mikrofestphasen

untersucht.

Tabelle 3 und Tabelle 4 enthalten eine Auflistung der durchgefiihrten Extraktions- und

Derivatisierungsmethoden.

81



Tiere Methode Losemittel Derivatisierung
? attraktiv Festphasen Extraktion Methanol methyliert
gehautet saulenchromatographische
Fraktionierung:
-Pentan
-Dichlormethan
-Methanol silyliert
acetyliert +
dehydratisiert
Festphasen Extraktion Dichlormethan
? reif Festphasen Extraktion Methanol methyliert
ungehautet séaulenchromatographische
Fraktionierung:
-Pentan
-Dichlormethan
-Methanol silyliert
acetyliert +
dehydratisiert
Festphasen Extraktion Dichlormethan
? unreif Festphasen Extraktion Methanol methyliert
gehautet saulenchromatographische
Fraktionierung
-Pentan
-Dichlormethan
-Methanol silyliert
acetyliert +
dehydratisiert
Festphasen Extraktion Dichlormethan
3 Festphasen Extraktion Methanol methyliert
gehautet saulenchromatographische
Fraktionierung
-Pentan
-Dichlormethan
-Methanol

Tabelle 3 Probenmaterial, Extraktionsmethoden und Derivatisierungen

82




Mikrofestphasen-Untersuchung der Kérpermitte und der wassrigen Umgebung der Antennen

attraktiver Weibchen und des wassrigen Extraktes reifer ungehauteter Weibchen.

Mitte | SPME polar Antennen | SPME polar ? reif ungehautet| SPME polar
SPME unpolar SPME unpolar

Tabelle 4 Proben, die mit SPME genommen wurden

Die Ergebnisse der gaschromatographischen und massenspektroskopischen Analyse sind in
tabellarischer Form dargestellt. Zur Bezeichnung der Naturextrakte werden Abkirzungen in
den Spaltenkdpfen verwendet. Die identifizierten Verbindungen sind nach Substanzklassen in
Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Amine, Aldehyde, Ketone, Carbonséuren, Methylester,
Amide, Hydroxysaureamide, Hydroxysauren, Isoprenoide Verbindungen, Diketopiperazine,
Aromaten, Heterocyclen, Aminosauren und unbekannte Verbindungen unterteilt. Fur die
unbekannten Verbindungen wurde der Basepeak bzw. charakteristische Fragmente der
Massenspektren angegeben. Strukturvorschlage, die anhand der Massenspektren und
Retentionszeiten postuliert wurden, sind hinter den Fragmentangaben in Klammern
wiedergegeben. Die Inhaltsstoffe wurden halbquantitativ anhand ihrer Peakflachen oder -
héhen in den FID- bzw. Totalionenstromchromatogrammen in Haupt-, Neben-, Unter-, Rest-
und Spurenkomponenten eingeteilt.

In den abgebildeten Gaschromatogrammen erfolgt die Zuordnung der Peaks durch
Kurzformeln oder Ziffern, wobei die zu den Ziffern gehorigen Verbindungen in

Substanzlisten aufgefiihrt sind. Artefakte wurden durch ein X bezeichnet.
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5.4.2 Chromatogramme der untersuchten Proben

In Abbildung 57 und Abbildung 58 sind die Chromatogramme der Methanoleluate aus der
Festphasenextraktion dargestellt. Bei den abgebildeten Chromatogrammen handelt es sich um
Messungen an FFAP-Phasen.

? reif (ungehautet)

SPE MEOH
FFAP 51
21
40
22
43
4
41
1 54
57
39
50 53
48
49 58
52
h
WL
55
59
RT[min] IIII|IIIIlIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII]IIII|IIII]IIII|I
30 40 50 60 70 80
? attraktiv (gehautet)
SPE MEOH
FFAP 54
57
53
51
40
41 58
4250
43
56
52 55
59
) y
4
\|IIII|IIII]IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII]I
RT [min] 30 40 50 60 70 80

Abbildung 57 Chromatogramme von Extrakten reifer, ungehduteter und attraktiver Weibchen
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? juvenil gehautet

SPE MEOH

FFAP X
26

21

18 40 51

43

15 &

33

57

39 4

48] | 45 5352

B1|| 36 U4 58
LMW R

RT [min] CITIT e v e g vy e g e e e e e e e e e e e ey

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Abbildung 58 Chromatogramm von einem Extrakt juveniler gehauteter Weibchen

Liste der Inhaltsstoffe aus den Chromatogrammen der Methanoleluate der
Festphasenextraktion attraktiver Weibchen, reifer Weibchen und juveniler gehéauteter
Weibchen:

1. m/z 41/56 22. (5E,87,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
2. Pyridin 23. m/z 141

3. N-Methylpyrrolidin 24. Pyrrolidin-2-on

4. Dimethyltrisulfid 25. y-Hexadecanlacton

5. 2-Nonanon 26. Hexadecansauremethylester

6. Dimethylformamid 27. (Z)-Hexadec-9-ensduremethylester
7. Essigsaure 28. 2-Methylheptansaureamid

8. Benzaldehyd 29. e-Caprolactam

9. Buttersaure 30. Decansaure

10. Fufurylalkohol 31. Octansaureamid

11. Isovaleriansaure 32. 8-Methyloctansdureamid

12. N-Methylpyrrolidon 33. (2)-Octadec-9-enséduremethylester
13. Acetamid 34. 7-Methyloctansdureamid

14. Capronsaure 35. Indol

15. m/z 141 36. Dodecansaure

16. o-Methylphenol 37. Nonansaureamid

17. Hexansaureamid 38. (E)-2-Octensaureamid

18. m/z 127 39. 4-Methyldecansédureamid

19. (5Z,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on 40. Decansaureamid

20. (5E,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on 41. Decensaureamid

21. (52,8Z,112Z)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
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42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.

49.

Decensaureamid
Decensaureamid
(E)-4-Methyl-2-decensaureamid
9-Methyldecansaureamid
8-Methyldecansaureamid
(E)-9-Methyldec-2-ensaureamid
(52,8Z,11Z)-Tetradeca-5,8,11-
triensdureamid
(5E,82,117)-Tetradeca-5,8,11-
triensdureamid
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50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.

Tetradecanséaure
(E)-2-Decensaureamid
Hexadecansaureamid
Hexadecansaure
(2)-9-Hexadecenséaure
3-Hydroxy-8-methylnonanséaureamid
3-Hydroxy-4-methyldecansaureamid
3-Hydroxydecansaureamid
3-Hydroxy-9-methyldecansaureamid
3-Hydroxy-8-methyldecansaureamid



In Abbildung 59 ist das Chromatogramm des Methanoleluats der Festphasenextraktion
reifer Weibchen, gemessen an einer Innowaxphase, wiedergegeben.

? reif (ungehautet)
SPE MEOH u
Inowax 11

13 14

a

‘I"HII"|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII'IIII]IIII|I
RT [min] 84 88 92 96 100 104 108

Abbildung 59 Chromatogramm eines Extraktes reifer Weibchen

1. (52,8Z,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on 13. Pro,Ala-Diketopiperazin
2. (5E,8Z,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on 14. (2)-9-Octadecensaure

3. y-Hexadecalacton 15. Pro,Leu-Diketopiperazin
4. Decansaureamid 16. Pro,lleu-Diketopiperazin
5. Decensaureamid 17. Pro,Pro-Diketopiperazin
6. Tetradecansaure 18. Ala,Leu-Diketopiperazin
7. (E)-2-Decenséureamid 19. Ala,lleu-Diketopiperazin
8. Hexadecansaure 20. Leu,Leu-Diketopiperazin
9. (2)-9-Hexadecenséaure 21. lleu,lleu-Diketopiperazin
10. Pro,Val-Diketopiperazin 22. lleu,Leu-Diketopiperazin
11. 3-Hydroxydecansaureamid 23. Phe,Pro-Diketopiperazin

12. Ala,Val-Diketopiperazin
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In der Abbildung 60 ist das Chromatogramm des Dichlormethaneluats der
Festphasenextraktion attraktiver Weibchen gemessen an einer FFAP-Phase wiedergegeben.

? attraktiv (gehautet)
SPE DCM
FFAP

24

10
19

11
23

18

17 20
\M 13
14
IIII,IIII|IIII|IIII|IIII,III|IIII|IIII|IIII,IIII|IIII,IIII|IIII|IIII|IIII'II
RT [min] 12 14 16 18 20 22 24 26

Abbildung 60 Chromatogramm eines Extraktes attraktiver Weibchen
1. Pent-3-en-2-ol 13. Octanol
2. Pyridin 14. Ameisensaure
3. 3-Octenal 15. (3E,5E)-3,5-Octadien-2-on
4. 2-Hexanol 16.m/z 57
5. Dimethylformamid 17.(2E,42)-2,4-Decadienal
6. Nonanal 18. (2E,4E)-2,4-Decadienal
7. Methyltrifluoracetamid 19. Decatrienal
8. Hexanol 20. Capronséaure
9. Essigsaure 21. Undecatrien-2-on
10. (2E,42)-2,4-Heptadienal 22.m/z 141
11. (2E,4E)-2,4-Heptadienal 23.m/z 127
12. (3E,52)-3,5-Octadien-2-on 24.m/z 141
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In Abbildung 61 ist das Chromatogramm der Pentanfraktion des an Kieselgel getrennten
Methanoleluats aus der Festphasenextraktion attraktiver Weibchen wiedergegeben.

? attraktiv (gehautet)SPE MEOH
Pentanfraktion DB5MS

62

32

RT [min] 10 20 a®

IIB]!I|I1I|I|I|It|)l|l|I|I|I|IlI|I|IlI|I|IlI|I|I

I
S
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Abbildung 61 Chromatogramm der Pentanfraktion attraktiver Weibchen

Decan

3-Octanol
Diisopropyldisulfid
(3E,52)-3,5-Octadien-2-on
Undecan

Nonanal

Dodecan

Decanal

. Benzothiazol

10. Tridecatetraen

11.m/z 141

12. Decansauremethylester
13.e-Caprolactam

14. m/z 127

15. Tetradecan

16.m/z 127

17. 3-Hydroxydecansauremethylester
18.y-Tetradecanlacton
19.m/z 141

20. Dodecansauremethylester
21. 3-Hydroxy-9-methyldecansauremethylester
22. Decensaureamid

©CoxNoGOr®WNE
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23. Decensaureamid

24. Decensaureamid

25. Decansaureamid
26.(5Z,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on
27.(5Z,82,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
28.y-Pentadecanlacton

29. (5E,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on

30. (5E,87,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
31. (E)-2-Decensaureamid

32. m/z 99, 112

33. 3-Hydroxydodecansauremethylester
34.y-Hexadecanlacton

35. 2-Pentadecanon

36. Tetradecansauremethylester

37. Dodecansaureamid

38. Octadecan

39. (E)-2-Dodecensaureamid

40.03-Hexadecatriensauremethylester

41. Pentadecansauremethylester
42.6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on

43. 14-Methylpentadecansauremethylester



44. (Z)-Hexadec-9-ensauremethylester
45. Hexadecansauremethylester

46. (2)-9-Hexadecensaure

47. Hexadecansaure

48. 15-Methylhexadecansauremethylester
49. 14-Methylhexadecansauremethylester
50. (Z2)-Heptadec-9-ensduremethylester
51. Hexadecansaureisopropylester

52. Heptadecansauremethylester

53. (e)-Octadecatriensauremethylester
54. 16-Methylheptadecansauremethylester

55. (s)-Methyloctadecatetraensauremethylester
56. (92,122)-Octadeca-9,12-diensdauremethylester
57. (Z2)-Octadec-9-ensauremethylester

58. (Z2)-Octadec-11-ensduremethylester

59. (g)-Octadecadiensauremethylester

60. (2)-Octadec-15-ensauremethylester

61. Octadecansauremethylester

62. (2)-9-Octadecensaure

63. (2)-9-Hexadecensaureamid

64. 18-Methylnonadecansauremethylester

65. 17-Methylnonadecansauremethylester

66. Nonadecensauremethylester

67. Octadecylacetat

68. Nonadecansauremethylester

69.(52,82,117,147)-Eicosa-5,8,11,14-
tetraensauremethylester

70.(52,82,117,142,177)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester

71. @s)*-Eicosatriensauremethylester

72. )-Eicosatriensauremethylester
73. Eicosensauremethylester

74. (s)-Eicosadiensauremethylester

75. ()-Eicosatriensauremethylester

76. Eicosensauremethylester

77. Eicosansauremethylester

78. Tetramethylheptadegatacton

79. Dodecylacetat

80.(42,72,102,137,167,197)-Docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaensauremethylester

81. Docosapentaensauremethylester

82.9,10-Dihydroxyoctadecansauremethylester

83. Docosensauremethylester

84. Docosansauremethylester

85. (2)-9-Octadecensaureamid

86. Nonacosan

87. Squalen

88.m/z 137

89.m/z 137

90. Cholesta-4,6-dien-3-ol

91. Tricontan

92. Hentricontan

93. Cholest-5,22-dien-3-ol

94.a-Tocopherol

95. Cholesterin

96. Dotricontan

97. Cholest-5,24-dien-3-ol

* Bei der hier verwendeteRettsaurenomenklatue; bzw. wy, bezeichnet die Ziffer die Stellung der letzten
Doppelbinding von mehreren homokonjugiertenofdpelbindingen vom Ende der w>-Seitenkette aus gesehen.

Hier und im folgenden wurde diese Bezeichnungen in Klammern angegeben, weil die Lagpmebibdingen

anhand von gaschromatographischen Retentionszeiten und dem Vergleich mit Massenspektren aus der Wiley-
Datenbank postuliert wurden und nicht durch Vergleichsmessungen synthetischer Analoga.
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In Abbildung 62 ist das Chromatogramm der Pentanfraktion des an Kieselgel getrennt

Methanoleluats aus der Festphasenextraktion reifer Weibchen wiedergegeben.

? reif (ungehautet)
SPE MEOH Pentanfraktion DB5MS

38

RT [min] 15 25

35

50
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108
109

45 b 55 C 65

Abbildung 62 Chromatogramm der Pentanfraktion reifer Weibchen
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Benzaldehyd

2-Methylundecan

Undecan
3-Acetoxybuttersauremethylester
(3E,52)-3,5-Octadien-2-on
Dodecen

Dodecen
Benzoesauremethylester
(3E,5E)-3,5-Octadien-2-on
Dodecan

. Nonanal
. Octansauremethylester

Tridecan

. Decanal

. m/z 127

. Nonansauremethylester

. Undecan-2-on

. m/z 141

. Decansauremethylester

. m/z 127

. 3-Hydroxydecanséduremethylester
. m/z141
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23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,

Dodecansauremethylester
(5Z,82)-5,8-Tetradecadien-2-on
(52,82,112)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on
(5E,82)-5,8-Tetradecadien-2-on
(5E,82,112)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on
3-Butoxyoctansauremethylester
Tridecatriensauremethylester
Pentadecan
Tridecatriensduremethylester
Tridecansauremethylester
4-Hexadecanolid

Diisobutylhexanoat

Octadecan
Tetradecensduremethylester
Pentadecanal
Tetradecansduremethylester
Dodecansaureamid
13-Methyltetradecansduremethylester
12-Methyltetradecansduremethylester
Pentadecensauremethylester
Hexadecanal
Pentadecansauremethylester



45,
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.

75.

76.
7.
78.
79.
80.

4,10,14-Trimethylpentadeca-2-on
10-Hexadecanolid

9-Hexadecanolid
(2)-Hexadec-7-ensauremethylester
14-Methylpentadecansauremethylester
(2)-Hexadec-9-ensauremethylester
(2)-Hexadec-11-ensauremethylester
Octadecanal
Hexadecansauremethylester
(2)-Heptadec-7-ensauremethylester
15-Methylhexadecansauremethylester
Eicosen
14-Methylhexadecansauremethylester
(2)-Heptadec-9-ensduremethylester
Hexadecylacetat
Heptadecansauremethylester
10-Octadecanolid
Octadecatriensauremethylester
Octadecatetraensauremethylester
9-Octadecanolid
Octadeca-9,11-diensauremethylester
(2)-Octadec-9-ensauremethylester
(2)-Octadec-11-ensaduremethylester
(2)-Octadec-15-ensauremethylester
Octadecansauremethylester
2-Eicosanol

1-Eicosanol
Nonadecensauremethylester
Octadecylacetat
(25,28,211,214)-Eicosa-5,8,11,14-
tetraenséuremethylester
(25,28,211,214,717)-Eicosa-
5,8,11,14,17-pentaenséduremethylester
(«)-Eicosatriensauremethylester
()-Eicosatetraensauremethylester
(wy)-Eicosadiensauremethylester
Eicosenséduremethylester
Eicosenséuremethylester
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81.
82.
83.

84.
85.
86.
87.
88.

89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.

99

Eicosansauremethylester
Pentamethylnonadecansayréacton
Heneicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester

Tetracosan
19-Methyleicosansauremethylester
Eicosansauremethylester
(«)-Docosapentaensduremethylester
(24,27,210,213,716,Z19)-Docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaensauremethylester
(«x)-Docosatetraensauremethylester
(w)-Docosapentaensduremethylester
Docosadiensauremethylester
Docosensauremethylester
Docosensauremethylester
Docosansauremethylester
Hexacosan

3,5-Cholestadien

Squalen

m/z 137

2,4-Cholestadien

100.m/z 137
101.4,6-Cholestadien-3-ol
102.Cholesterylester
103.m/z 167

104.m/z 137

105.m/z 167
106.5,22-Colestadien-3-ol
107.Cholesterin
108a-Tocopherylacetat
109.5,24-Cholestadien-3-ol
110.Cholest-4-en-3-on
111.Cholesta-4,6-dien-3-on



In Abbildung 63 ist das Chromatogramm der Pentanfraktion des an Kieselgel getrennten
Methanoleluats aus der Festphasenextraktion gehauteter Mannchen wiedergegeben.

g gehautet
SPE MEOH Pentanfraktion
DB5MS
a
7
1 3 6 g 10
45
[t NN T
RT [min] 10 20

55

30

“H 25

A N A A I R A

32 63

31

ol
2| 48
24

64

9 65 66
AR RN
40 a 50 60

26..

_—

Abbildung 63 Chromatogramm der Pentanfraktion gehauteter Mannchen

2-Pentanol
Nonanal
1-(2-Butoxyethoxy)ethanol
Decanal
m/z 127
Octansaureamid
(E)-2-Octensaureamid
Nonansaureamid
Decansaureamid
.(52,82,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on
.(5E,82,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on
. Hexadecan
. Tetradecansauremethylester
. Dodecansaureamid
. 13-Methyltetradecansauremethylester
. 12-Methyltetradecansauremethylester
. Methylpentadecansauremethylester
.6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on
. Phthalat
. 14-Methylpentadecansauremethylester

NGO~ WNE
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21

22.
23.
24,

25

26.
27.

28

29.
30.

31

32.
33.

34

35.
36.

37

38

. (2)-Hexadec-9-ensauremethylester
Hexadecansauremethylester

Phthalat
15-Methylhexadecansauremethylester
. 14-Methylhexadecansauremethylester
(2)-Heptadec-9-ensauremethylester
Heptadecansauremethylester

. 16-Methylheptadecansauremethylester
15-Methylheptadecansauremethylester
Octadiensauremethylester

. (2)-Octadec-9-ensauremethylester
(2)-Octadec-11-ensauremethylester
Octadecansauremethylester

. 17-Methyloctadecansauremethylester
16-Methyloctadecansauremethylester
Nonadecansauremethylester
.(Z5,28,211,Z14)-Eicosa-5,8,11,14-
tetraensauremethylester
.(Z5,28,211,214,717)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester



39. (x)-Eicosatriensauremethylester

40. Eicosadiensduremethylester

41. Eicosensauremethylester

42. Eicosensauremethylester

43. Eicosansauremethylester

44.m/z 99 (4,8,12,16-Tetramethylheptadecan-4-
olid)

45, (»)-Heneicosapentaensauremethylester

46. Hexandisauredioctylester

47. Eicosylacetat

48.(24,27,210,213,216,219)-Docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaensauremethylester

49. (ws)-Docosatetraensauremethylester

50. (%)-Docosapentaensauremethylester

51. Docosadiensauremethylester

52. Docosadiensauremethylester

53. Silicon Artefakt

54. Docosensauremethylester

55. Phthalat

94

56.

57

66

Tetracosensauremethylester

. Tetracosansauremethylester
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
. Cholest-4,6-dien-3-on

Squalen

m/z 137

m/z 137

m/z 167
5,22-Cholestadien-3-ol
Cholesterin
5,24-Cholestadien-3-ol
Desmosterol



In Abbildung 64 ist das Chromatogramm der Dichlormethanfraktion des an Kieselgel
getrennten Methanoleluats der Festphasenextraktion attraktiver Weibchen wiedergegeben.

? attraktiv (gehautet)
SPE Dichlormethanfraktion
DB5MS 12

i et (it e T O T T T T T T T T O T T O T T A Y SO I B R U B O
RT [min] 20 30 a 40 50 60 70

Abbildung 64 Chromatogramm der Dichlormethanfraktion attraktiver Weibchen

1. (E)-2-Octensaureamid 20. Dodecenséaureamid

2. Nonansaureamid 21. Tetradecanséaure

3. Siliconartefakt 22. tris-(2-Chlorethyl)phosphat

4. (E)-2-Nonensaureamid 23. Methyltridecenséureamid

5. (E)-4-Methyl-2-decenséaureamid 24. 9-Methyl-3-hydroxydecansaureamid

6. Decensaureamid 25.m/z 57/75/79 (Tetradecatrienylpropionat)
7. Decensdureamid 26. m/z 85/67\-Octadecenlacton)

8. Decensaureamid 27.m/z 57/75/79 (Tetradecatrienylpropionat)
9. Decansaureamid 28. m/z 85/67\-Octadecenlacton)

10. Undecenséaureamid 29. m/z 85/67-Octadecenlacton)

11. Decadiensaureamid 30.m/z 101/128

12. (E)-2-Decensaureamid 31.m/z 101/128

13.m/z 99/112 32. 2-Dodecensaureamid

14. (E)-9-Methyl-2-decensaureamid 33.6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on
15.y-14-Methylhexadecanlacton 34. m/z 79/85\-Eicosatetraenlacton)
16.y-13-Methylhexadecanlacton 35. 3-Hydroxydodecensaureamid

17. (E)-8-Methyl-2-decensaureamid 36. Hexadec-9-ensauremethylester

18. Tetradecansauremethylester 37. m/z 79/85/108y(Eicosatrienlacton)

19. 3-Hydroxydecansaureamid 38. Hexadecansauremethylester
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39. (2)-9-Hexadecenséaure

40. Hexadecansaure

41. (Z2)-Octadec-9-ensauremethylester

42.(Z)-9-Octadecensaure

43. 9-Hexadecensaureamid

44, Silikonartefakt

45.m/z 99 (4,8,12,16-Tetramethylheptadecan-4-
olid)

46. Silikonartefakt

47.m/z 117/131

96

48.m/z 117/130

49. Triphenylphosphinoxid
50. Triphenylphosphinsulfid
51. Silikonartefakt

52.m/z 137

53.m/z 137

54. Cholesta-4,6-dien-3-ol

55 Cholesterin



In Abbildung 65 sind die Chromatogramme der Dichlormethanfraktion des an Kieselgel
getrennten Methanoleluats der Festphasenextraktion gehauteter Mannchen, gemessen auf
einer DB5- und einer FFAP-Phase, wiedergegeben.

&) gehautet 4
SPE
Dichlormethan-
fraktion
DB5MS 2

RT [min]

S gehautet
SPE

Dichlormethanfraktion
FFAP

RT [min]

Abbildung 65 Chromatogramme der Dichlormethanfraktion gehauteter Mannchen

3-Pentanol

3-Penten-2-ol

2-Pentanol
Pentan-2,5-dion

Pentanol
3-Epoxypentan-2-on
3-Epoxypentan-2-on
4-Methylpentan-2-ol
3-Epoxypentan-2-ol

10. m/z 147

11. 2-Nonenal

12. Tri(2-Chlorethyl)phosphat
13. 2-Pentanol-4-on

14. 6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on

©CoxNoOGOrWNE
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15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
. Cholesterylester
25.
26.
27.
28.

24

Phthalat
Tetradecansauremethylester
Phthalat

2-Decenal

2-Undecenal
Cholesta-3,5-dien
2-Dodecenal
Cholesta-2,4-dien
Cholesta-4,6-dien-3-ol

1,5-Pentandiol
Cholesterin
Cholest-4-en-3-on
Cholest-4,6-dien-3-on



In Abbildung 66 ist das Chromatogramm der Methanolfraktion des uber Kieselgel gesaulten
Methanoleluats der Festphasenextraktion attraktiver Weibchen wiedergegeben.

14

? attraktiv (gehautet)
Methanolfraktion
DB5MS n 14

10 13

16
a 12

19

.."i'v||||||||||||||||||||11|||
RT [min] 32 36 40 44

Abbildung 66 Chromatogramm der Methanolfraktion attraktiver Weibchen

1. Indol 13. Pro-Leu-Diketopiperazin

2. Decansaureamid 14.9-Hexadecensaure

3. 5-Methoxy -1-H-Indol 15. Pro-lleu-Diketopiperazin

4. (57,82,112)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on 16. Hexadecansaure

5. (E)-2-Decensaureamid 17.9-Octadecensaure

6. 3-Hydroxydecansaureamid 18.(Z5,28,Z11,Z14)-Eicosa-5,8,11,14-tetraensaure
7. Tetradecansaure 19.(Z5,28,211,Z14,217)-Eicosa-5,8,11,14,17-
8. Pro-Val-Diketopiperazin pentaensaure

9. Pro-Ala-Diketopiperazin 20. Pro-Phe-Diketopiperazin

10. Hexadecansauremethylester 21. Triphenylphosphinoxid

11. 3-Hydroxydodecadiensaureamid 22. Cholesterin

12. (2)-7-Hexadecensaure

98



In Abbildung 67, Abbildung 68, Abbildung 69 und Abbildung 70 sind die Chromatogramme
der acetylierten und dehydratisierten Methanolfraktionen aus den an Kieselgel getrennten
Methanoleluaten von reifen, attraktiven und juvenilen Weibchen sowie von Mannchen

wiedergegeben.

? reif (ungehautet) Methanolfraktion acetyliert und dehydratisiert

DB5MS
45
89
34
32
33
4
72
61
6Q
49 ol
40 56
s 57 84
B5 38 85
39 70 79 84 B8
71
) T R T L R T T T T A T T T T T T O T O O T T A A T B A O I I R A B O
RT [min] 10 20 30 40 50 60

Abbildung 67 Chromatogramm eines derivatisierten Extraktes reifer Weibchen
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? attraktiv (gehautet) Methanolfraktion acetyliert und dehydratisiert

DB5MS

RT [min]

34

30

58

43

44

30

59
74

64 66

654 |75

40

78

80

50

Abbildung 68 Chromatogramm eines derivatisierten Extraktes attraktiver Weibchen

? juvenil gehautet Methanolfraktion acetyliert und dehydratisiert

DB5MS

27

I

a4

72

85
87

a6/ 88

[ T T A R T Bt A T B T A I B T R R B R A I A B
60

() | N T e e g
60

RT [min] 10 20

30

40

50

Abbildung 69 Chromatogramm eines derivatisierten Extraktes juveniler Weibchen
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g gehautetMethanolfraktion acetyliert und dehydratisiert
DB5MS

27

15

(L

|1 VR e g

RT [min] 10 20 30 40

50 60 70 80

Abbildung 70 Chromatogramm eines derivatisierten Extraktes gehduteter Mannchen

Liste der Inhaltsstoffe aus den Chromatogrammen aus den acetylierten und dehydratisierten
Methanolfraktion der gesaulten methanolischen Festphasenextrakte attraktiver Weibchen,
reifer Weibchen, gehauteter Mannchen und juveniler gehauteter Weibchen:

Ethanal
Benzaldehyd
m/z 43/86/103
1,1-Ethandioldiacetat
Hexa-5-onylacetat
Decannitrilaldehyd
Phenylpropan-2-on
Indol
m/z 43/68/153
. 2-Butendioldiacetat
.m/z 43/68/153
. 3-Acetoxyoctansauremethylester
. Nonansaure
. (E)-4-Methyl-2-nonensaurenitril
. Decenséurenitril
.m/z 43/84/126
. Decanséurenitril
.m/z 43/84/126
. (E)-2-Decenséurenitril
. (E)-4-Methyl-2-decensaurenitril
. 4-Methyldecansaurenitril
. 9-Methyldecansaurenitril
23. p-Acetoxybenzaldehyd

©CxNoOGOr®WNE

101

24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

Decansaure

Glyceryltriacetat

m/z 127/141

m/z 127/141
3-Acetyl-2,6-dimethyl-4-H-pyran-4-on-
8-Mehyl-3-acetoxydecansaurenitril
m/z 43/98/102

m/z 43/141/183

32. 3-Acetoxydecensaurenitril

33. 3-Acetoxydecensaurenitril

34. 3-Acetoxydecansaurenitril

35. 4-Methyl-3-acetoxydecansaurenitril
36. m/z 43/85/102

37. 9-Methyl-3-acetoxydecansaurenitril
38. 8-Methyl-3-acetoxydecansaurenitril
39. N-Acetylphenylalaninmethylester
40. (Z2)-N-Acetyl-2-aminozimtsaure

41. (E)-N-Acetyl-2-aminozimtsaure

42. Hexandisaurediisobutylester

43. (2)-3-Acetoxydodec-5-ensaurenitril
44. (E)-3-Acetoxydodec-5-ensaurenitril
45. Phthalat

46. N-Acetylphenylalaninmethylester



47. Tetradecansauremethylester

48. 3-Acetoxydodecansaurenitril

49. Tetradecanséaure

50. 3-Acetoxytridecadiensauremethylester
51. Pentaensauremethylester

52. N-Acetylphenylalanin

53.m/z 43/60/72

54.m/z 70/91/155

55. Siliconartefakt

56. 3-Acetoxytetradeca-5,8,11-triensaurenitril
57. Tetradecansaurenitril

58. (Z)-Hexadec-9-ensauremethylester
59. Hexadecansauremethylester

60. (2)-9-Hexadecensaure

61. Hexadecansaure

62. Phtalat

63. Siliconartefakt

64. (Z2)-Heptedec-9-ensauremethylester

65.w-Octadecatriensauremethylester

66.ws-Octadeca-9,12-diensdauremethylester
67. (2)-9-Hexadecensaurenitril

68. (2)-Octadec-9-ensauremethylester

69. Hexadecansaurenitril

70. Phenolderivat
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71. (2)-9-Octadecensaure

72. Artefakt

73. Artefakt

74. (Z2)-Octadec-11-ensduremethylester

75. Octadecansauremethylester

76. Octadecylacetat

77. (Z5,28,211,Z14)-Eicosa-5,8,11,14-
tetraensauremethylester

78.(Z5,28,211,714,7217)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester

79. Sphingosyltriacetat

80.(Z4,27,210,213,216,219)-Docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaenséduremethylester

81. Glyceryldiacetoxytetradecanoat

82.m/z 43/59/79 (3-Acetoxyeicosatetraensaure-
methylester)

83. Triphenylphosphoran Artefakt

84. (2)-Glyceryldiacetoxyhexadec-9-enoat

85. Glyceryldiacetoxyhexadecanoat

86. (2)-Glyceryldiacetoxyoctadec-9-enoat

87. (2)-Glyceryldiacetoxyoctadec-11-enoat

88. Glyceryldiacetoxyoctadecanoat

89. Artefakt

90. Cholesterylacetat



In Abbildung 71, Abbildung 72, Abbildung 73 und Abbildung 74 sind die Chromatogramme
aus der Untersuchung der Rickenpartie und der Antennendriisenausscheidungen attraktiver

Weibchen mit Mikrofestphasen (SPME) wiedergegeben.

? Antennen SPME unpolar

5

20

7
- N .
; P R asoea

LR ) 1 P N

Abbildung 71 Chromatogramm aus einer Mikrofestphasenextraktion in der Umgebung der
Antennendrise

? Ricken SPME unpolar
5

2 2 T 3

RT [min] T ' 1 1
Abbildung 72 Chromatogramm aus einer Mikrofestphasenextraktion des Ruickenbereichs
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? Ricken SPME polar

4

[

25

]

RT[min]ll.ll..l.é”lllll.ll”llll.”Ill..llll.l...ll L N Bt A I T I

Abbildung 73 Chromatogramm aus einer Mikrofestohasenextraktion des Ruckenbereichs

Liste der Inhaltsstoffe aus den Chromatogrammen der Untersuchung der Rickenpartie und
der Antennendrisenausscheidung attraktiver Weibchen mit Mikrofestphasen (SPME) :

1. Pentan 14. Styrol

2. Diethylether 15. 1,4-Dioxan

3. m/z 101/103 16. Octanal

4. 2-Propanol 17. Nonanal

5. Dichlormethan 18. 2-Ethylhexanol

6. 2-Butylamin 19. Benzaldehyd

7. Chloroform 20. Butyrolacton

8. Toluol 21.2-Nonenal

9. Hexanal 22.m/z 45/102

10. o-Xylol 23.m/z 58/89

11. m-Xylol 24. 4-Decylmorpholin
12. p-Xylol 25. 4-Dodecylmorpholin
13. Heptanal 26. 4-Tetradecylmorpholin

27.m/z 55/173
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In Abbildung 74 ist das Chromatogramm der SPME-Untersuchung des wéassrigen Extraktes

von reifen Weibchen wiedergegeben.

?Q reif (ungehautet)
SPME polar

i

17

19,

RT [min] N

15

20

23

22

21

30

28

25

217

29
33

32

24126 31

N 30

1 | l | l | ) I 1 | Ll | Ll | Ll | Ll I Ll | Ll | Ll
45 60

Abbildung 74 Chromatogramm einer Mikrofestphasenextraktion

Diethylether
2-Propanamin
Schwefelkohlenstoff
Ethylacetat
Chloroform
Toluol
Hexanal
Kohlendioxid
Heptanal

.m/z 81/138

. Octanal

. 1-Octen-3-on

.m/z 43/79/108

.Nonanal

. 2-Octenal

. (2E,42)-2,4-Heptadienal

. Benzaldehyd

©CONoOGO~WNE
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18. (3E,52)-3,5-Octadien-2-on

19. Benzacetaldehyd

20.m/z 79/120

21. 4-Ethylanilin

22.m/z 127

23.m/z 141
24.(52,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on
25.m/z 127

26. (5E,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on
27.(52,82,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
28.m/z 141

29. (5E,82,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
30. Indol

31. 3-Hydroxydecansaureamid

32. Phe,Pro-Diketopiperazin

33. Cholesterin



5.4.3 ldentifizierte
Entwicklungsstadien

?rfug : Weibchen mit reifen Ovarien vor der Hautung +++
? rfgh : frisch gehautete attraktive Weibchen

d gh : frisch geh&autete Mannchen

? ur gh : frisch gehautete nicht attraktive Weibchen

Inhaltstoffe von Mannchen und Weibchen

++

+

(+)

S-SSS

in verschiedenen

: Hauptkomponente
: Nebenkomponente
: Unterkomponente
: Restkomponente

: Spurenkomponente

Tabelle 5 Inhaltsstoffe von M&nnchen und Weibchen in verschiedenen Entwicklungsstadien

Substanzen

Q rf ug

Q rf gh

d gh Qurgh

Kohlenwasserstoffe

Decan

9-Methyldecan

8-Methyldecan

Undecan

nln|ln|®

m/z 79/91/108/176 (Tetraentridecan)

Dodecan

Tetradecan

n|ln

13-Methyltetradecan

12-Methyltetradecan

Pentadecan

7-Hexadecen

6-Hexadecen

Hexadecan

Heptadecan

Octadecan

Eicosan

D91n|ln|lv]|lvn|unln

D1 n|lnln

Aldehyde

Ethanal

++

+++

Propanal

(2E,42)-2,4-Heptadienal

(2E,4E)-2,4-Heptadienal

Octanal

Octenal

2-Octenal

Nonanal

SS

2-Nonenal

SS

Decanal

SS

2-Decenal

(2E,4E)-2,4-Decadienal

(2E,42)-2,4-Decadienal

Decatrienal

Undecanal

2-Undecenal

SS

Hexadecanal

Heptadecanal

Heterocyclen
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Substanzen

Qrfug

Q rf gh

d gh

Qurgh

Fufurylmethanol

Pyridin

N-Methylpyrrolidin

Indol

Benzothiazol

Aromaten

Benzoesaure

3-Phenylpropenal

Phenylessigsaure

4-Methoxyphenol

Benzaldehyd

Benzylmethylketon

4-Hydroxybenzaldehyd

Alkohole

Dimethyltrisulfid

2-Butanol

3-Pentanol

2-Pentanol

+++

3-Penten-2-ol

++

(+)

Pentanol

2-Hexanol

Hexanol

2-Heptanol

Octanol

3-Epoxy-2-pentanol (4 Isomere)

5-Hexanon-1-ol

2,4-Pentandiol

1,5-Pentandiol

Octadecanol

2-Eicosanol

SS

1-Eicosanol

Ketone

3,5-Diacetyl-2,6-dimethyl-4-H-pyran-4-on

++

3,5-Dimethyl-4-H-pyran-4-on

++

2,4-Pentadion

3-Epoxy-2-pentanon

++

4-Methyl-3-penten-2-ol

3-Epoxy-2-pentanon

Pentan-2-ol-4-on

(3E,52)-3,5-Octadien-2-on

SS

(3E,5E)-3,5-Octadien-20on

SS

2-Methyloctan-3-on

3-Methyloctan-2-on

Nonan-2-on

SS

Deca-2-on

SS

Undeca-2-on

Undecatrien-2-on

Trideca-2-on

(52,82)-5,8-Tetradecadien-2-on

SS

SS

(+)

(5E,82)-5,8-Tetradecadien-2-on

SS

(52,82,112)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on

+++

+++

(5E,82,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on

+++

(+)

++

Pentadecan-2-on
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Substanzen ? rfug Q rf gh 3 gh Q ur gh
Heptadecan-2-on s
6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on (+) + s (+)
Amide

Dimethylformamid s S S
Dimethylacetamid s s
N-Methyl-2-Pyrolidon s
2-Pyrolidon s (+)

Acetamid S s
e-Caprolactam S S
Octansaureamid s s s
7-Methyloctansaureamid s s
2-Octensaureamid s s (+) S
8-Methylnonansaureamid s s s
Nonansaureamid s s S s
4-Methyl-2-Nonensaureamid S

Decensaureamid ++ + +
Decensaureamid + s (+)
Decensaureamid +++ + +
Decansaureamid +++ + S ++
2-Decensaureamid +++ +++ s ++
4-Methyl-2-Decenséureamid + S S
4-Methyldecansaureamid S S (+)
9-Methyldecansaureamid S S
8-Methyldecansaureamid S s
9-Methyl-2-decenséureamid s S
8-Methyl-2-decenséureamid s S

3-Dodecensaureamid s

Dodecansaureamid S S s (+)
2-Dodecensaureamid s
5,8,11-Tetradecatriensdureamid S s
5,8,11-Tetradecatriensdureamid Ss

Tetradecansaureamid s + + s
Hexadecensaureamid S S +
Hexadecansaureamid S ++ ++
(2)-9-Octadecensaureamid s

(2)-7-Octadecensaureamid S

Octadecansaureamid s

Benzylidensaureamid ++

Hydroxysaureamide

3-Hydroxy-4-methylnonanséaureamid S
3-Hydroxy-8-methylnonanséaureamid s s s
(3S)-3-Hydroxydecansaureamid +++ +++ + +++
3-Hydroxy-4-methyldecansaureamid S + S S
3-Hydroxy-9-methyldecansaureamid + ++ s ++
3-Hydroxy-8-methyldecansaureamid S + S S
3-Hydroxyundecansaureamid s s
3-Hydroxydodecensaureamid s ++ s (+)
3-Hydroxydodecensaureamid +++ +++ + +++
(3S)-3-Hydroxydodecansaureamid S +
(35)-(52,82,112)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11- s + s s
trienséaureamid

Aminosauren

Leucin S
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Substanzen

Qrfug

Q rf gh

d gh

Qurgh

Isoleucin

Phenylalaninmethylester

++

Phenylalanin

(E)-2-Aminozimtsaure

+++

++

(2)-2-Aminozimtsaure

++

Hydroxysauren

5-Methyl-3-hydroxyhexansaure

4-Methyl-3-hydroxyhexanséaure

6-Methyl-3-hydroxyheptansaure

5-Methyl-3-hydroxyheptansaure

(3S)-3-Hydroxyoctansaure

n|lvlunln|ln

(3S)-3-Hydroxydecansaure

M/Zaome 43/59/79/103/210 (3-Hydroxydodecensaure)

(3S)-3-Hydroxydodecansaure

M/Zaome 43/59/79/103/221 (3-Hydroxytridecadiensaure)

9,10-Dihydroxyoctadecanséaure

SS

Sauren

Ameisensaure

SS

Essigsaure

++

Buttersaure

Isovaleriansaure

++

SSS

Valeriansaure

Capronsaure

Heptansaure/Onanthsiure

Octanséaure/Caprylséure

Nonansaure/Pelargonsaure

Decansaure/Caprinsaure

Dodecansaure/Laurinsaure

(+)

Tetradecansaure/Myristinsaure

++

14-Methylpentadecansaure

++

13-Methylpentadecansaure

Pentadecanséaure

9-Hexadecensaure/Palmitinoleinlsaure

++4

++

Hexadecansaure/Palmitinsaure

++H

+++

++H

9,12-Octadecadiensaure

Z-9-Octadecensaure/Olsaure

++

++

Z-7-Octadecenséaure

Z-11-Octadecensaure

Octadecansaure/Stearinsaure

(52,82,117,14Z)-Eicosa-5,8,11,14-tetraenséure

(52,82,112,142,17Z)-Eicosa-5,8,11,14,17-pentaensaur

D

Eicosatriensaure(}6)

Eicosatetraensaur€)

(42,72,102,13Z,16Z,19Z)-Docosa-4,7,10,13,16,19-
hexaensaure

Lactone

4-Tetradecanolid

4-Pentadecanolid.

4-Hexadecanolid

++

m/z 99 (6,10,14,18-Tetramethylheptadecan-4-olid)

m/z 85/67 y-Octadecenlacton)

m/z 85/67 y-Octadecenlacton)
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Substanzen

Qrfug

Q rf gh

d gh

Qurgh

m/z 85/67 y-Octadecenlacton)

m/z 79/85/108\-Eicosatrienlacton)

m/z 79/85/108\-Eicosatetraenlacton)

10-Hexadecanolid

SS

9-Hexadecanolid

SS

10-Octadecanolid

SS

9-Octadecanolid

SS

Ester

Decylacetat

SS

Dodecylacetat

SS

Hexadecylacetat

Octadecylacetat

Docosylacetat

Hexandisaurediisobutylester

Tetradecatrienylpropionat

Tetradecatrienylpropionat

Tetradecansaureisopropylester

Hexadecansaureisopropylester

Ameisensauremethylester

Octansauremethylester

w(n

Nonansauremethylester

Decansauremethylester

Dodecansauremethylester

Tridecatriensauremethylester

Tridecatriensauremethylester

nln|ln|lw

Tridecansauremethylester

Tetradecansauremethylester

13-Methyltetradecansauremethylester

12-Methyltetradecansauremethylester

Pentadecatriensduremethylesta)(

Pentadecansauremethylester

(+)

14-Methylpentadecansauremethylester

Hexadecatriensduremethylest@b)

SS

HexadecatriensduremethylesteB)

SS

Hexadec-7-ensauremethylester

(92)-Hexadec-9-ensauremethylester

++H

++4

Hexadec-11-ensduremethylester

Hexadecansauremethylester

++

++

++1

+++

Heptadec-7-ensauremethylester

15-Methylhexadecansauremethylester

14-Methylhexadecansauremethylester

Heptadec-9-ensauremethylester

nlnlnln

Heptadecansauremethylester

16-Methylheptadecansauremethylester

nl|lTlo|lu|n

15-Methylheptadecansauremethylester

Octadeca-6,9,12-triensauremethylester

Octadecatetraenséduremethylesta3)(

Octadeca-9,12-diensduremethylester

(+

Octadeca-9,12,15-triensauremethylester

SS

n

(92)-Octadec-9-enséduremethylester

++

++4

++

(112)-Octadec-11-ensauremethylester

Octadecadiensauremethylesi@B)

SS

SS

Octadec-15-ensauremethylester
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Substanzen

Qrfug

Q rf gh

d gh

Qurgh

Octadecansauremethylester

+++

17-Methyloctadecansauremethylester

SSS§

16-Methyloctadecansauremethylester

SSS§

(52,82,11Z,147)-Eicosa-5,8,11,14-tetraensauremethyle

ster

(52,82,117,147)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester

+++

Eicosatriensduremeestes)

Eicosatetraensauremethylest@B)

Eicosadiensauremethylesteis)

Eicos-11-ensauremethylester

Eicosatriensduremethylestes3)

Eicosansauremethylester

Heneicosansauremethylester

SS

Docosapentaensauremethylestds)(

(42,72,102,132,16Z,192)-Docosa-4,7,10,13,16,19-
hexaensauremethylester

(+)

++

DocosatetraensauremethylesteB)

Docosapentaensiuremethylestas)(

Docosadiensauremethylestel]

13-Docosensauremethylester

16-Docosensauremethylester

Docosansauremethylester

Ylnln

Tetradocosansauremethylester

Glyceride

Dihydroxypropyltetradecanoat

Dihydroxypropylhexadec-9-enoat

Dihydroxypropylhexadecanoat

Dihydroxypropyloctadec-9-enoat

O]

Dihydroxypropyloctadec-7-enoat

O]

Dihydroxypropyloctadecanoat

ninlnlnln|n

ninlnlnln|n

(s)

ninlfnlnln|n

Isoprenoide

Squalen

3,5-Cholestadien

m/z 137/402/419/462 (Tocopherolderiv.acetat)

2,4-Cholestadien

m/z 137/402/419/46¢Tocopherolderiv.acetat)

Cholesta-4,6-dien-3ol

Cholesta-4,5-dien-3ol

SS

Cholestadien

+++

m/z 167/278/306 (Tocopherolderiv.)

m/z 137/401/316 (Tocopherolderiv.)

m/z 167/278/306 (Tocopherolderiv.)

m/z .167/278/306 (Tocopherolderiv.)

Cholesta-5,22-dien-3ol

o-Tocopherol

Cholesterin

+++

++

o-Tocopherolacetat

Cholesta-5,24-dien-3ol

Cholest-4-en-3-on

Cholest-4,6-dien-3on

Desmossterol

Diketopiperazine

Pro-Ala-Diketopiperazin
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Substanzen @ rfug Qrfgh 3 gh Qurgh

Pro-Val-Diketopiperazin S

Pro-Phe-Diketopiperazin Sss

Pro-Phe-Diketopiperazin

Pro-Pro-Diketopiperazin

Voo (n],|?

s
s
Pro-Leu-Diketopiperazin s
Pro-lleu-Diketopiperazin s

m/z 44/72/128 (Val-Ala-Diketopiperazin)

m/z 44/86/128 (Leu-Ala-Diketopiperazin)

m/z 44/86/128 (lleu-Ala-Diketopiperazin)

m/z 86/170 (Leu-Leu-Diketopiperazin)

m/z 86/170 Leu-lleu-Diketopiperazin)

m/z 86/170 (lleu-lleu-Diketopiperazin)

Unbekannte Verbindungen

m/z 43/85/100 +++ +

m/z 43/85/100 " o)
m/z 43/85/127/141. v it
m/z 43/85/127/141 v T
m/z 43/80/136/179 ;

miz 127
m/z 141
miz 127
m/z 141

Ac : Acetylierte Verbindung
Me : Methylierte Verbindung

++ |+ [+
+lo|+|»

Es konnten 289 verschiedene Substanzen in den Extrakten nachgewiesen werden, davon 16
Kohlenwasserstoffe, 17 Alkohole, 18 Aldehyde, 23 Ketone, 38 Carbonsauren, 65
Carbonsaureester und 14 Lactone, 48 Amide, 19 Isoprenoide, 23 Heterocyklen und 7
Aromaten.

Bis auf einige Alkane [89] und ein Teil der Fettsauren [74], wurden alle Substanzen das erste
Mal in Crangon crangomachgewiesen. 6 Hydroxysaureamide und 4 makrocyklische Lactone

sind neue Naturstoffe und bisher nicht in der Literatur beschrieben worden.
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In Tabelle 6 Inhaltsstoffe der Mikrofestphasenextraktionen sind die Inhaltstoffe aus den
Mikrofestphasenuntersuchungen (SPME) aufgefihrt.

Ant. SPME|: unpolare Mikrofestphasenextrakte von Wasser aus| +++ |: Hauptkomponente

unpolar Antennendriisen attraktiver Weibchen

Ant. SPME|: polare Mikrofestphasenextrakte von Wasser aus| ++ |:Nebenkomponente
polar Antennendriisen attraktiver Weibchen

Riuck. SPMHE: polare Mikrofestphasenextrakte von der Rickenr] + : Unterkomponente
polar attraktiver Weibchen

? reif SPME|: polare Mikrofestphasenextrakte von Wasserextrakt 1 (+) |: Restkomponente
polar (ungehauteter) Weibchen

s-sss | : Spurenkomponente

Tabelle 6 Inhaltsstoffe der Mikrofestphasenextraktionen

Substanzen Ant. SPME unpolafjAnt. SPME polar |Ruck. SPMH? reif SPME
polar polar

Alkane/Ether/Alkohole/

Halogenalkane

Pentan + + +

Diethylether + + +

2-Propanol +++

Chloroform + + + (+)

2-Ethylhexanol (+)

Aromaten

Toluol S S + (+)

o-Xylol S

m-Xylol S

p-Xylol S

Styrol (+)

Benzaldehyd S +++

Benzacetaldehyd s

p-Ethylanilin s

Heterocyklen

Butyrolacton ++ ++ ++

Indol S

4-Decylmorpholin (+)

4-Dodecylmorpholin +++

4-Tetradecylmorpholin s

1,4-Dioxan

Pro-Phe-Diketopiperazin +

Aldehyde/Ketone

Hexanal (+) ++

Heptanal S +

Octanal S (+)

1-Octen-3-on S

Nonanal + (+)

(2E)-2-Octenal s

(2E)-2-Nonenal S

(2E,42)-2,4-Heptadienal +
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Substanzen

Ant. SPME unpolaf

Ant. SPME polar

Ruck.
polar

SPME

? reif SPME

polar

(3E,52)-3,5-Octadien-2-on

=+

(52,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on

SS

(5E,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on

SS

(52,8Z,112)-Tetradeca-5,8,11-
trien-2-on

(5E,82,112)-Tetradeca-5,8,11-
trien-2-on

Isoprenoide

Cholesterin

+++

Hydroxysaureamide

3-Hydroxydecansaureamid

unbekannte Verbindungen

m/z 101/103

m/z 43/79/108

(+)

m/z 79/120

(+)

m/z 45/102

(+)

m/z 58/89

(+)

miz 127

m/z 141

+++

miz 127

++

m/z 141

++

m/z 55/173

(+)
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5.4.4 Hauptkomponenten

Die Hauptkomponenten in den Extrakten bilden die Carbonsauren und

Carbonsauremethylester, sowie die hydroxylierten Amide. Hexadecan- und Palmitoleinsaure
bilden die Hauptkomponente aus der Gruppe der Carbonséuren, (S)-3-
Hydroxydecansdureamid bildet die Hauptkomponente aus der Gruppe der Amide. Die
Hauptkomponenten sind in

Tabelle 7 aufgeflhrt.

Qrfug : Weibchen mit reifen Ovarien vor der Hautung
@ rf gh : frisch gehautete attraktive Weibchen

dgh : frisch gehautete Mannchen

Q ur gh : frisch gehautete nicht attraktive Weibchen

Tabelle 7 Hauptkomponenten in den Extrakten von Ménnchen und Weibchen

?rf gh Q rf ug d gh

(2E)-2-Decenséureami@bs) (S)-3-Hydroxydecansauream(tli7) |2-Acetylpyrazin

(S)-3-Hydroxydecansauream(d7) (52)-3-Hydroxy-5-dodecenséureamid 2-Pentanol

(5E)-3-Hydroxy-5-dodecensaureamid (2E)-2-Aminozimtséure Methylhexadecanpat

(52)-3-Hydroxy-5-dodecensdureamid (52,82,117)-5,8,11-Tetradecatrighethyloctadecanoat
on(27)

Palmitinoleinsaure (5E,82,112)-Tetradeca-5,8,11-trigm{z 43/85/100
2-on(28)

Hexadecansaure Decensaureamid m/z 43/85/127/141

Methyl-(92)-hexadecenoat Decansaureamid m/z 43/85/127/141

Methyl-(92)-octadecenoat (2E)-2-Decensaureami@bs)

Methyl-5,8,11,14,17-eicosapentaenoat Palmitinoleinsaure

Cholesterin Hexadecansaure

Methyl-(92)-hexadecenoat

Q ur gh

(52,82,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
(27)

(S)-3-Hydroxydecansauream(d7)

(2)-3-Hydroxy-5-dodecensaureamid

Methylhexadecanoat

m/z 43/85/127/141

Fur unbekannte Verbindungen wurden die intensivsten oder charakteristischsten Fragmente des
Massenspektrums angegeben.
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Es fallt auf, dass bei den Mannchen und den juvenilen Weibchen die gesattigten
Carbonséuren, bei den reifen Weibchen hingegen die ungeséttigten tberwiegen.
Wahrend die (E)- und (Z)-Isomere des 3-Hydroxy-5-dodecensaureamids bei den Weibchen zu

den Hauptkomponenten zahlen, sind sie in den Mannchenextrakten nur in Spuren vorhanden.
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5.4.5 Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen

Die Extrakte unterscheiden sich grof3tenteils in den Spurenkomponenten. Die Mannchen
weisen insgesamt einen geringen Anteil an Saureamiden auf.

Homologe Carbonsauren mit Methylverzweigung in ider oderanteisoPosition kommen

bei den Mannchen fast gar nicht vor, das gleiche gilt auch fir die homologen
Carbonséaureamide.

In Tabelle 8 sind die Komponenten aufgefihrt, die in jeweils nur einer Gruppe gefunden

wurden.

Unterstreichung: Es handelt sich um eine Hauptkomponente

? rf ug : Weibchen mit reifen Ovarien vor der Hautung
?rf gh : frisch gehautete attraktive Weibchen

d gh : frisch gehautete Mannchen

Q ur gh : frisch gehautete nicht attraktive Weibchen

Tabelle 8 Inhaltstoffe, die nur in einem der Entwicklungstadien vorkamen

Substanzen Qrfgh Q rf ug d gh Q urgh

Kohlenwasserstoffe

m/z 79/91/108/176 (Tetraentridecan) +

Aldehyde

(2E,4E)-Deca-2,4-dienal (29) +

(2E,47)-Deca-2,4-dienal (30) +

2-Undecenal +

Decatrienal +

Undecanal +

Hexadecanal +

Heptadecanal +

Ketone

2-Methyloctan-3-on +

3-Methyloctan-2-on +

Undecatrien-2-on +
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Substanzen Qrfgh Q rf ug d gh Qurgh
2-Heptadecanon +

2-Pentadecanon +

Alkohole

2-Butanol +

3-Pentanol +
Pentanol +
1,5-Pentandiol +
2,4-Pentandiol +

4-Methyl-3-penten-2-ol +
2-Hexanol +

Hexanol +

Octanol +

2-Heptanol +

2-Eicosanol +

1-Eicosanol +

Carbonséuren und Ester

Valerianséaure +
6-Methyl-3-hydroxyheptanséaure +
5-Methyl-3-hydroxyheptansaure +
Heptansaure +
M/Zaeive 43/59/79/103/221 +

(3-Hydroxytridecadiensaure)

Pentadecanséure +
13-Methylpentadecansaure +
9,12-Octadecadienséure +
Pentadecatriensauremethylest8r +

EicosatriensduremethylesteB +

Docosensauremethylester +

3-Hydroxydodecansaure +
9,10-Dihydroxyoctadecanséaure +

Leucin +

Isoleucin +
Ameisensauremethylester +
Phenylalaninmethylester +

Tridecatriensauremethylester +
Tridecatriensauremethylester +
Tridecansauremethylester +
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Substanzen

Q rf gh

? rfug

d gh

Qurgh

17-Methylheptadecansauremethylester

16-Methylheptadecansauremethylester

15-Methylheptadecansauremethylester

Heneicosansauremethylester

Docosansauremethylester

Docosadiensauremethylestay

Tetracosansauremethylester

Docosapentaensauremethylester

Decylacetat

Dodecylacetat

Docosylacetat

Hexadecanséaureisopropylester

Tetradecansaureisopropylester

Docosapentaensauremethylestdr

Lactone

10-Hexadecanolid

9-Hexadecanolid

10-Octadecanolid

9-Octadecanolid

m/z 85/67 y-Octadecenlacton)

m/z 85/67 y-Octadecenlacton)

m/z 85/67 y-Octadecenlacton)

m/z 79/85/108\-Eicosatrienlacton)

m/z 79/85/108\-Eicosatetraenlacton)

Carbonsaureamide

3-Dodecensaureamid

3-Hydroxy-4-methylnonansaureamid

Octadecansaureamid

Benzylidensaureamid

(2E)-Dodec-2-ensaureamid

5,8,11-Tetradecatriensaureamid

9-Octadecensaureamid

7-Octadecensaureamid

Diketopiperazine

Pro-Ala-Diketopiperazin (40)

m/z 44/72/128
(Val-Ala-Diketopiperazin)47)

m/z 44/86/128
(Leu-Ala-Diketopiperazin}45)
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Substanzen Qrfgh Q rf ug d gh Qurgh

m/z 44/86/128 +
(lleu-Ala-Diketopiperazin)46)
m/z 86/170 +
(Leu-Leu-Diketopiperazinj48)
m/z 86/170 +
Leu-lleu-Diketopiperazinj49)
m/z 86/170 +

(lleu-lleu-Diketopiperazin}50)

Heterocyclen

Benzothiazol +
2-Acetylpyrazin +
4-H-Pyranon-3,5-diacetyl-2,6-dimethyl +

(Acetylierungsprodukt von Acetaldehyd)

Unbekannte Verbindungen

m/z 167/278/306 (Tocopherolderiv.) +
m/z 137/401/316 (Tocopherolderiv.) +
m/z 167/278/306 (Tocopherolderiv.) +
m/z 167/278/306 (Tocopherolderiv.) +

Tabelle 8 Inhaltstoffe, die nur in einem der Entwicklungstadien vorkamen

Von besonderem Interesse sind die Verbindungen, die ausschlieBlich bei attraktiven
Weibchen gefunden wurden. Es wurde hier eine Reihe ungesattigter Verbindungen im
Spurenbereich gefunden, fur die aufgrund ihrer geringen Konzentration zum Teil nur
Strukturpostulate gemacht werden konnten. Es handelt sich hier in erster Linie um ein
Tetradecatrien (solche Verbindungen sind bei Braunalgen als Pheromone bekannt
[15,16,17,18]), und um verschiedene mehrfach ungesattigte Carbonylverbindungen

Bei reifen Weibchen, die die entscheidende Hautung noch nicht durchlaufen haben, findet
man diese Verbindungen nicht dafur aber &hnliche ebenfalls mehrfach ungesattigte
Verbindungen, wie zwei isomere Methyltetradecatrienoate.

Bei Mannchen und juvenilen Weibchen spielen mehrfach ungesattigte Verbindungen eher
eine untergeordnete Rolle ( siehe auch 3-Hydroxytetradecatriensau(@&pidTabelle 3).

Sowohl bei attraktiven Weibchen als auch bei reifen ungehauteten Weibchen finden sich im
Retentionsbereich der Steroide sechs relativ hoch konzentrierte (Unterkomponenten)
Substanzen. Es handelt sich hier moglicherweise um Tocopherolderivate.

Es fallt auf, dass vier dieser homologen Substanzen nur in den noch nicht gehauteten Tieren
vorkommen, die anderen beiden konnten in beiden Stadien nachgewiesen werden, sind aber
bei den attraktiven Weibchen deutlich héher konzentriert. Man kdnnte spekulieren, dass diese

zwei Substanzen aus den vier anderen im Laufe der Reifung gebildet werden.
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5.5 Ergebnisse aus der Untersuchung verschiedener Kdorpersektionen vdrangon

crangon

Die Untersuchung von Tieren unterschiedlichen Geschlechts hat gezeigt, dass die
Hauptkomponenten der Festphasenextrakte bei allen Geschlechtern vorkommen.

Primare Hydroxysaureamide sind bisher nicht als Naturstoffe beschrieben worden und ihre
physiologische Bedeutung ist noch véllig unbekannt [101,102].

In diesem Abschnitt wurden verschiedene Korperteile ®@mangon crangoruntersucht, um
festzustellen, wo diese Substanzen vorkommen. AufRerdem sollte durch schnelle und
schonende Aufarbeitung sichergestellt werden, dass die 3-Hydroxyséureamide tatsachlich in

den Tieren vorkommen.

5.5.1 Probengewinnung

Aus Cephalothorax, Muskeln und ganzen Tieren wurden Extrakte mit der Verwendung von
C18-Phasen hergestellt, wie unter Probennahme fur die Untersuchung verschiedener
Geschlechter und Reifestadien beschrieben.

Dazu wurden wassrige Extrakte der ganzen Tiere erstellt und die Naturstoffe anschlieRend auf
C18-Phasen angereichert und zuerst mit Methanol und dann mit Dichlormethan eluiert.

Um die polaren Substanzen gaschromatographisch (GC) trennen und massenspektroskopisch
(MS) detektieren zu kbnnen, wurden Teile der Methanoleluate silyliert und methyliert.

Die wassrigen Extrakte des Muskelgewebes wurde zudem mittels Mikrofestphasenextraktion
(SPME) untersucht.

AulRerdem wurden die Ovarien reifer Weibchen prapariert und die wassrigen Extrakte des
homogenisierten Gewebes gefriergetrocknet.

Eine Charge von Tieren ohne Ovarien und eine Charge von Tieren mit Ovarien wurde jeweils
in flussigem Stickstoff homogenisiert und anschliel3end gefriergetrocknet. Die Rickstande aus
der Gefriertrocknung wurden in Pentan aufgenommen oder mit Methanol extrahiert und mit
Silylierungsreagenz umgesetzt. Tabelle 9 enthalt eine Auflistung der durchgefuhrten

Extraktions- und Derivatisierungsmethoden.
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Korperteil Methode Losemittel Derivatisierung

Ovarien gefriergetrocknet Methanol silyliert
gefriergetrocknet Pentan KOH gewaschen
gefriergetrocknet Pentan
gefriergetrocknet Methanol silyliert

Tiere bei denen die Ovarier|gefriergetrocknet Pentan

entfernt wurden
Festphasen Extraktion Methanol silyliert

acetyliert
Festphasen Extraktion Dichlormethan

Ganzes Tier Festphasen Extraktion Methanol silyliert

methyliert

Muskel Festphasen Extraktion Methanol methyliert
Festphasen Extraktion Dichlormethan

Mikrofestphasen Extraktion

Cephalothorax Festphasen Extraktion Methanol methyliert
Festphasen Extraktion Dichlormethan
Antennendriisen? bzw. 3 flussig-flissig Dichlormethan

Mikrofestphasen Extraktion

Tabelle 9 Probenmaterial, Extraktionsmethoden und Derivatisierungen
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5.5.2 Chromatogramme aus der Untersuchung verschiedener Kérpersektionen

In Abbildung 75 ist das Chromatogramm des Methanoleluats der Festphasenextraktion der
wassrigen Muskelextrakte va@@rangon crangorwiedergegeben.

Muskel SPE RPE Methanol
FFAP

50

15

76

75

72
12 4 7 69 7071 7374

RT [min] \""’M’Tﬁr—l'l\'_l"w'I'I'I'|'|'I'I'I'|'|'I'I'I'|'|'I'I'I'I'|'|'|'I'I'|'I'I'I'I'|'I

15 25 35 45 55 65 75

Abbildung 75 Chromatogramm eines Extraktes von Muskeln von Crangon crangon
1. Pyridin 18. Capronsaure
2. N,N-Dimethylessigsaurenitril 19.m/z 141
3. Formamid 20. Isovaleriansaureamid
4. Dimethylacetamid 21. Heptanséaure
5. Essigsaure 22.m/z 127
6. Prolin 23. Phenol
7. Benzaldehyd 24. Pyrrolidin-2-on
8. Propionsaure 25.m/z 141
9. Isobutterséaure 26. Octansaure
10. 2-Pentylamin 27.m/z 141
11. N-Methylpyrrolidin-2-on 28.e-Caprolactam
12. Isovaleriansaure 29. Hexadecansauremethylester
13. Valeriansaure 30. o-Aminobenzoesauremethylester
14. Acetamid 31. (2)-Hexadec-9-ensauremethylester
15. Polyetherartefakt 32. Decansaure
16. Isobuttersaureamid 33. Heptadecansauremethylester
17. N-Butylformamid 34.m/z 160/217
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35.
36
37.
38.
39
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.

50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.

Tetradecanol

. Octadecansauremethylester

Indol
(2)-Octadec-9-ensauremethylester

. (2)-Octadec-11-ensauremethylester

Dodecansaure
3-Hydroxyoctansaureamid

Phthalat
o-Formylaminobenzoesauremethylester
Phhalat

Tetradecanséaure

Decanséaureamid

m/z 127

Pentadecansaure
(25,28,211,214,717)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester
Hexadecanséaure
3-Hydroxynonansaureamid
9-Hexadecenséaure
Pyridin-3-carbonsaureamid
tris-(2-Chloroethyl)-Phosphat
8-Methyl-3-hydroxynonansaureamid
4-Methyl-3-hydroxydecansaureamid
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57. Val-Pro-Diketopiperazin

58. 3-Hydroxydecansaureamid

59.(24,27,210,213,216,Z19)-Docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaensauremethylester

60. 9-Methyl-3-hydroxydecansaureamid

61. 3-Hydroxydecensaureamid

62. Leu-Pro-Diketopiperazin

63. Octadec-9-enséaure

64. Octadec-11-enséaure

65. lleu-Pro-Diketopiperazin

66. Pro-Pro-Diketopiperazin

67. Octadeca-9,12-dienséaure

68. 3-Hydroxydodecensaureamid

69. Tryptophanmethylester

70.m/z 135

71.m/z 70/125

72. His-Pro-Diketopiperazin

73.m/z 141

74.m/z 114

75.(25,28,711,714,717)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensaure

76.(24,27,710,213,7216,719)-Docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaensaure



In Abbildung 76 und Abbildung 77 sind die Chromatogramme der Methanoleluate aus den

Festphasenextraktionen des Cephalothorax@@mgon crangorgemessen an einer FFAP-
Phasen wiedergegeben.

Cephalothorax SPE RPB Methanol

FFAP
52
30
29
31
62
67
RT [min] O AR R T R SR T TR T T T T T T T T T T T S I O S O I B B I R O O R O B A B B AN A
10 20 30 40 50 60
Abbildung 76 Chromatogramm eines Extraktes des Cephalothorax von Crangon crangon
Cephalothorax SPE RP18 Methanol
FFAP
44
45
52
e
57
7 58
62
30 54
48 H
32 39 o
33 |40 59
%o 5 60
2934 5 53 e 67 60
Pht 22 28 32 43 o1l 64 o 68
3 Y 67941415119 B
RT [min] T L L T T T T T T T O L T O O A A
10 20 30 40 50 60 70
Abbildung 77 Chromatogramm eines Extraktes des Cephalothorax von Crangon crangon
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Liste der Inhaltsstoffe der Festphasenextrakte des Cephalothor@karggon crangon

N,N-Dimethylformamid
Essigsaure

Buttersaure
N-Methylpyrrolidin-2-on
Fufurylalkohol
2-Hexen-4-Hydroxylacton
Acetamid

m/z 127
N-Pentylformamid

10. Propionsaureamid
11.m/z 141

12.m/z 127

13. Isovaleriansaure

14. 2-Pyrrolidinon

15.m/z 141

16.m/z 127

17.m/z 160

18. 6,10,14-Trimethylpentadecanon
19. 4-Hydroxyheptanlacton
20. Nonanséaure

21. Hexadecansauremethylester
22. Isopropylhexadecanoat
23.Indol

24.m/z 160

25. Tetradecanol

26. (2)-Octadec-9-ensauremethylester
27.m/z 127

28. Decansaureamid

29. Decensaureamid

30. Decensaureamid

31. Decensaureamid

32. Decadiensaureamid

33. 2-Octensaureamid
34.m/z 41/56

©CxNoGOr®WNE
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35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
. tris(2-Chlorethyl)-Phosphat
48.
49.
. 4-Methyl-3-hydroxydecansaureamid
51.
52.
53.
54,
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.

47

50

Decadiensaureamid
Decadiensaureamid
Phthalat
Tetradecansaure
2-Decensaureamid
m/z 127

m/z 141
Dodecadiensaureamid
Pentadecansaure
Hexadecanséaure
3-Hydroxynonansaureamid
9-Hexadecensaure

8-Methyl-3-hydroxynonansaureamid
m/z 165/223

Heptadecanséaure
3-Hydroxydecansaureamid
3-Hydroxydecensaureamid
9-Methyl-3-hydroxydecanséaureamid
3-Hydroxydecensaureamid
8-Methyl-3-hydroxydecansaureamid
9-Octadecenséaure
11-Octadecensaure
Hexadecensaureamid
9,12-Octadecadiensaure
3-Hydroxydodecensaureamid
3-Hydroxydodecensaureamid
3-Hydroxydodecensaureamid
3-Hydroxydodecadiensaureamid
3-Hydroxydodecadiensaureamid
His-Pro-Diketopiperazin

m/z 141

Docosahexaensaure

3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensdureamid



In Abbildung 78 ist das Chromatogramm des Methanoleluats der Festphasenextraktion ganzer

Garnelen Crangon crango)) gemessen an einer DB5-Phase wiedergegeben.

Ganze Tiere SPE Methanol
DB5MS

15

RT [min]

[ |
20 30

- S L L B

L T T T T e T B

40 50

Abbildung 78 Chromatogramm eines Extraktes ganzer Garnelen

m/z 141

m/z 127

m/z 141

Decensaureamid
(52,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on
Decansaureamid
(52,82,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
(5E,82)-Tetrsdeca-5,8-dien-2-on
(5E,87,117)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
10 2-Decenséureamid

11 Hexandisaurediisobutylester

12 Val-Ala-Diketopiperazin

13 8-Methyl-3-Hydroxynonansaureamid
14 3-Hydroxydecenséureamid

15 3-Hydroxydecanséureamid

16 4-Methyl-3-Hydroxydecansaureamid
17 Ala,Pro-Diketopiperazin

18 Leu,Ala-Diketopiperazin

19 Ala,Pro-Diketopiperazin

20 9-Methyl-3-hydroxydecansaureamid
21 8-Methyl-3-hydroxydecansaureamid
22 m/z 70 (Diketopiperazin)

23 m/z 141

24 Val,Pro-Diketopiperazin

25 Phthalat

O©CoO~NOULA WNPF
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36
37
38
39

40
41
42
43
44
45
46

3-Hydroxydodecensaureamid
Pro-Leu-Diketopiperazin

Phthalat

Pro-lleu-Diketopiperazin

m/z 58

m/z 58

Pro,Pro-Diketopiperazin
(2)-Octadec-9-ensauremethylester
(2)-Octadec-11-ensduremethylester
3-Hydroxy-(52,82,117)-Tetradeca-5,8,11-
trienséaureamid

Hexadecensaureamid

m/z 44/91/ (Ala,Phe-Diketopiperazin)
m/z 91 (Phe,Phe-Diketopiperazin)
(25,28,211,214,717)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester

m/z 70/154 (Met,Pro-Diketopiperazin)
m/z 59/73

m/z 59/73

Pro,Phe-Diketopiperazin

m/z 179/291

Phthalat

m/z 179/291



In Abbildung 79 wund Abbildung 81 sind die Chromatogramme der silylierten
Methanolextrakte der gefriergetrockneten ganzen Tiere und Ovarien, gemessen an einer DB5-
Phasen, wiedergegeben.

Ganze Tiere gefriergetrocknet und silyliert

DB5MS
14
15
17
8
36
10
, il 2
1
51
23
89
24
b9
29
4
2
9, 24 -
1
6 4
8 25l 3
RT [min] At M Lr{ﬁ e e i e e e et s T T T
15 25 35 45 55 65 75

Abbildung 79 Chromatogramm eines silylierten Extraktes ganzer Tiere

Ovarien gefriergetrocknet silyliert

DB5MS
69
14
15
12
P E
7 17 38
20
8
1§21
19 22
1
10
4
6
5 9
RT[mIn] L |.'III\IJ'UIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|III
20 40 60 80 100

Abbildung 80 Chromatogramm eines silylierten Extraktes von Ovarien
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Liste der Inhaltstoffe der silylierten Methanolextrakte aus der Gefriertrocknung der ganzen

Tiere und der Ovarien :

©CxNoOGOrWNE

28.
29.
30.
31.

32.
33.
34.

35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

N-TMS-Glycin-TMS-ester
N-Methyl-2-aminoessigsaure-TMS-ester
N,N-bisTMS-ethanamin
BisTMS-Carbodiimid
TrisTMS-Etanolamin
TMS-Milchsaure-TMS-ester
N-TMS-alanin-TMS-ester
Glycin-TMS-ester
N-TMS-2-Aminobuttersaure-TMS-ester

. N-TMS-Norleucin-TMS-ester

. Dodecansaure-TMS-ester

. N-TMS-Cystein-TMS-ester

. Tris-TMS-Glycerin
.N-TMS-Leucin-TMS-ester

. Tris-TMS-Phosohat

. N-TMS-Isoleucin-TMS-ester
.N-TMS-Prolin-TMS-ester

. Bis-TMS-Butandisaure

. 2,3-Bistrimethylsilyloxypropionsaure-TMS-

ester

. Bis-O,0-TMS-Uracil

. 2-Carboxy-TMS-Pyridin
.N-TMS-O-TMS-Serin-TMS-ester
.N,0-bisTMS-Threonin-TMS-ester

. N-TMS-2-Aminomalonsaure-bisTMS-ester
.m/z 58/71

. N-TMS-Asparaginsaure-TMS-ester

. 2,3,4-Tristrimethylsilyloxybuttersdure-TMS-

ester

N-TMS-Methionin-TMS-ester
N-TMS-Glutaminsaurelactam-TMS-ester
N-TMS-2-Aminohexansaure-TMS-ester
2-Trimethylsilyloxypentandisaure-bis-TMS-
ester

Phenylalanin-TMS-ester

m/z 186
2,5-Bistrimethylsilylaminopentanséure-TMS-
ester

N-TMS-Glutaminsdure-bis-TMS-ester
N-TMS-Phenylalanin-TMS-ester
Bis-TMS-Lysin-TMS-ester
Bis-TMS-Glyceryl-bis-TMS-Phosphat
3-Trimethylsilyloxydecansaureamid-TMS
Pro-Val-Diketopiperazin
N-TMS-O-TMS-Purinbase
Tetradecansaure-TMS-ester
Thyrosin-TMS-ester
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44. (Z2)-Hexadec-9-ensauremethylester

45. Hexadecansauremethylester

46. lleu-Pro-Diketopiperazin

47. Leu-Pro-Diketopiperazin

48. Nleu-Pro-Diketopiperazin

49. 7-Hexadecensaure-TMS-ester

50. 9-Hexadecensaure-TMS-ester

51. Hexadecansaure-TMS-ester

52. Hexa-TMS-Inositol

53. 9-Heptadecensaure-TMS-ester

54. Heptadecansaure-TMS-ester

55. Octadecadiensauremethylester

56. (Z2)-Octadec-9-ensauremethylester

57. (2)-Octadec-11-ensduremethylester

58. Octadecansauremethylester

59.m/z 299

60. Octadecadiensaure-TMS-ester
61.9-Octadecensaure-TMS-ester

62. 11-Octadecensaure-TMS-ester

63. N-TMS-Tryptophan-TMS-ester

64. Octadecansaure-TMS-ester
65.ws-Eicosatetraensauremethylester
66.ws-Eicosapentaensauremethylester
67.ws-Eicosatetraensaure-TMS-ester
68.ws-Eicosapentaensaure-TMS-ester

69. Tris-TMS-ribo-N-Methyluracil

70. Tris-TMS-ribo-N-Methyluracil

71. Tris-TMS-Uridin
72.03-Docosahexaensauremethylester

73. Pro-Phe-Diketopiperazin
74.1,3-Bis-TMS-Glyceryl-2-tetradecanoat
75. 2,3-Bis-TMS-Glyceryl-1-hexadec-9-enoat
76. 2,3-Bis-TMS-Glyceryl-1-hexadecanoat
77.05-Docosahexaensaure-TMS-ester
78.58/71

79. 1,3-Bis-TMS-Glyceryl-2-octadec-9-enoat
80. 1,3-Bis-TMS-Glyceryl-2-octadec-11-enoat
81. 1,3-Bis-TMS-Glyceryl-2-octadecanoat
82. 2,3-Bis-TMS-Glyceryl-1-octadec-9-enoat
83. 2,3-Bis-TMS-Glyceryl-1-octadec-11-enoat
84. 2,3-Bis-TMS-Glyceryl-1-octadecanoat
85. 2,3-Bis-TMS-Glyceryl-1-eicosatetraenoat
86. 2,3-Bis-TMS-Glyceryl-1-eicosapentaenoat
87. Tris-TMS-N-Methylinosin
88.a-Tocopherol-TMS

89. Cholesterin-TMS



In Abbildung 81, Abbildung 82 und Abbildung 83 sind die Chromatogramme aus den
Mikrofestphasenextraktionen der wassrigen Antennendriisenextrakte von Mannchen und
reifen gehauteten Weibchen, gemessen auf FFAP-Phasen wiedergegeben.

? reif gehautet, Antennendriisen,

SPME polar 35
FFAP
38
1
2
g
40
31
5
16
37
) 78 9 12 1945 27 29| 32 33 414243 44
RT [min] PR AR N T TR e S T e A e R R R R R |
10 20 30 40 50 60 70

Abbildung 81 Chromatogramm der Mikrofestphasenextraktion von Antennendriisen attraktiver
Weibchen

? reif gehautet, Antennendriisen,
SPME unpolar,

FFAP
2
X
9
13 Qa4 g
21 25 30 34 41 — \
RT [min] JVY 1o N S I Y WP o e U W
1 b b 4 5o 6b 70

Abbildung 82 Chromatogramm der Mikrofestphasenextraktion von Antennendriisen attraktiver
Weibchen
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3 Antennendrisen

SPME polar
FFAP .
2
X
RT [min] T

(NN NN N N N N N N A NN
5 10 15 20 25 30 40

Abbildung 83 Chromatogramm der Mikrofestphasenextraktion ménnlicher Antennendriisen

Liste der Inhaltstoffe aus den Chromatogrammen der Mikrofestphasenextraktion wassriger
Antennendrisenextrakte von Mannchen und reifen gehduteten Weibchen:

1. Dimethylamin 23. (E3,25)-3,5-Octadien-2-on
2. Trimethylamin 24. (E3,Eb)-3,5-Octadien-2-on
3. Kohlendisulfid 25. Butyrolacton

4. 2-Butanon 26. Harnstoff

5. 3-Methylbutanal 27. Pyrrol

6. Aziridin 28. N-Ethyl, N,N-Dimethylharnstoff
7. Chloroform 29. 1-Ethyl,3-methylharnstoff
8. Toluol 30. m/z 45/99

9. Kohlendioxid 31. 4-Decylmorpholin

10. Pyridin 32. N,N-Dimethylhexadecanamin
11. Octanal 33. N,N-Dimethylharnstoff

12. Dimethyldisulfid 34.m/z 45/73

13. Nonanal 35. 4-Dodecylharnstoff

14. N,N-Dimethylacetamid 36. Methylethylcarbonat

15. N,N-Dimethylformamid 37. Isopropylhexadecanoat
16. 3-Methylthiopropanal 38. 4-Tetradecylmorpholin

17. Essigsaure 39. Tetradecansaure

18. 1N,3N-Dimethylharnstoff 40.m/z 173
19.(E2,Z4)-2,4-Heptadienal 41. 4-Hexadecylmorpholin

20. (E2,E4)-2,4-Heptadienal 42. 4-Octadecylmorpholin

21. Decanal 43. Hexadecansaure
22.1,2-Ethyldiformiat 44. (Z)-Hexadec-9-ensaure

45, (2)-Octadec-9-ensaure
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5.5.3 Tabellarische Auflistung der Inhaltsstoffe der verschiedenen Korpersektionen

von Crangon crangon

Ovarien : Ovarien von reifen und juvenilen Weibchen
g. Tiere : ganze Tiere ohne Ovarien und ganze Tiere mit Ovarien bzw. Testis
Muskel : Pleonmuskel von Mannchen und Weibchen

Cephalothorax : Cephalothorax mit Verdauungstrakt von Mannchen und Weibchen
d Ant. Driisen : Antennen und Antennendriise von Mannchen
@ Ant. Driisen : Antennen und Antennendriise von gehauteten reifen Weibchen

+++ : Hauptkomponente
++ : Nebenkomponente
+ : Unterkomponente
(+) : Restkomponente
s-sss : Spurenkomponente

Tabelle 10 Inhaltstoffe der einzelnen Kdrperpartien von Crangon crangon

Substanzen Ovarien| g. |Muskel|{Ceph 3 ?
Tiere alotho Ant. Ant.
rax Drlsen Driisen

Alkane/Alkene/Bromalkane

Chloroform S

Octadecanbromid +

Decan S

Undecatetraen S

m/z 79/121/150 (Undecatrien)

m/z 79/91/148 (Undecatetraen)

m/z 79/121/150 (Undecatrien)

m/z 79/91/148 (Undecatetraen)

Undecan S

Dodecan S

m/z 91/120/176 (Tridecatetraen)

m/z 79/91/147/176 (Tridecatetraen) S

m/z 79/92/176 (Tridecatetraen)

Tridecan S

m/z 79/134/190 (Tetradecatetraen)

m/z 79/108/176 (Tridecatetraen)

S
m/z 79/92/176 (Tridecatetraen) S
S
S

m/z 79/105/190 (Tetradecatetraen)

Tetradecan S

m/z 79/204 (Pentadecatetraen) S

Pentadecan S

m/z 79/108/ (Hexadecatetraen) S

Hexadecan S
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Substanzen

Ovarien

Tiere

Muskel

Ceph
alotho
rax

1<)
Ant.
Drisen

Q
Ant.
Driisen

Heptadecan

Octadecan

Nonadecen

Nonadecan

Eicosan

Heneicosan

Docosan

Tricosan

Tetracosan

Pentacosan

Hexacosan

Heptacosen

Heptacosan

Octacosen

Octacosan

Nonacosan

nlolo|n|lo|lv|plo|[?|9u|[?v]|lv|v]|n

Heterocyclen

Pyridin

N-Methyl-Pyrrolidin-2-on

Dioxan

Pyrrolidin-2-on

Chinolin

Isochinolin

2-Methylbenzothiazol

1-(4-Acetylphenyl)-ethanon

1,2-Benzodicarbonsauredimethylester

Indol

Morpholin

N-Decylylmorpholin

N-Dodedecylmorpholin

+++

N-Tetradecylmorpholin

++

N-Hexadecylmorpholin

N-Octadecylmorpholin

Aromaten

Toluol

Benzoesaure

Benzaldehyd

Phenol

Dihydroporpyren

Pyren

Methylpyren

Ketone/Aldehyde

2-Butanon

Propenal

3-Methylbutanal

Cyclohexanon

2,4-Pentandion

3-Epoxypentan-2-on

3-(Methylthio)-popanal

2,3-Octandion

(2E,42)-2,4-Heptadienal

SS
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Substanzen Ovarien| g. |Muskel|Ceph 3 Q
Tiere alotho Ant. Ant.
rax Driisen Driisen

(2E,4E)-2,4-Heptadienal s ss S

(3E,52)-3,5-Octadien-2-on ss s

(3E,5E)-3,5-Octadien-2-on S s

3-Heptanon S

6-Methyl-5-hepten-2-on s

2-Octenal S

2-Nonenal S

Nonanal (+)

2-Decenal S

m/z 79/121/150 (Decatrienal) S

(2E,4Z)-2,4-Decadienal S

(2E,4E)-2,4-Decadienal s

Decanal S

2-Undecenal

2-Dodecenal S

(52,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on S

(52,82,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on 1)

(5E,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on

n

(5EZ,8Z,112)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on €3]

6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on 9

2-Tetradecenal S

Hexadecan-2-on

Alkohole

Fufurylalkohol S

2-Pentanon-4-ol

2-Pentanol

Ethandiol

|2 nlyp

1-Pentanol

2-Hexanol S

1-Octen-3-ol S

N,N-Dimetylethanolamin

1-Propanol-3-Methoxy

Glycerin S +

m/z 79/108/176 (Tridecatrien-1-ol) S

m/z 79/108/190 (Tetradecatrien-1-ol) S

1,2,3,4,5-Pentahydroxypentan s

1,2,3,4,5-Pentahydroxypentan s

1,2,3,4,5-Pentahydroxypentan s

2,3-Dihydroxypropylphosphat ++ s

Inositol s

2,3-Dihydroxypropyloctadecylther S

Tetradecanol S S

Amine

Dimethylamin T+ T+

Trimethylamin + +

2-Propylamin 4+ T+

1-Propylamin ++ ++

1-Vinylaziridin S

1-H-2,5-Dimethylpyrrol S

Pyrrol s

4-Hexylpyrimidin S
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Substanzen

Ovarien

Tiere

Muskel

Ceph
alotho
rax

1<)
Ant.
Drisen

Q
Ant.
Driisen

Methylamin

Ethylamin

()

2-Pentylamin

N,N-Dimethylhexadecanamin

Carbonséauren

Essigsaure

+++

Dithioessigsaure

Propionséaure

Buttersaure

Isobuttersaure

Isovaleriansaure

Valeriansaure

Capronséaure

Heptansaure

Octanséaure

Nonansaure

Decansaure

Dodecanséaure

Tetradecansaure

Pentadecanséaure

(2)-Hexadec-7-enséaure

(2)-Hexadec-9-ensaure

+ln|n|»

(+

Hexadecanséaure

+++

+++

(2)-Heptadec-9-ensaure

Heptadecansaure

(92,122)-Octadeca-9,12-diensaure

o

(2)-Octadec-9-ensaure

(2)-Octadec-11-ensaure

Octadecanséaure

il +

(52,82,11Z,14Z)-Eicosa-5,8,11,14-tetraensaure

(52,82,117,147,17Z)-Eicosa-5,8,11,14,17-pentaens

aure

(42,72,10Z2,132,16Z,19Z)-Docosa-4,7,10,13,16,19-
hexaenséaure

Oxygenierte Sauren

Milchsaure

(+)

(+)

3-Hydroxydecansaure

9-Methyl-3-Hydroxydecansaure

8-methyl-3-Hydroxydecansaure

Hydroxyessigsaure

4-Hydroxybuttersaure

2,3-Dihydroxypropanséaure

2,3,4-Trihydroxybuttersaure

2-Hydroxypentandisaure

Ribonsaure-gamma-Lacton

nlvlo|ln

2-Keto-3,4,5,6-tetrahyroxyséaure (2-Ketogluconséaure

~

Dicarbonsauren

Butandisaure

Pentandisaure

Ester

Methyltryptophanoat

Octansauremethylester
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Substanzen

Ovarien

Tiere

Muskel

Ceph
alotho

rax

1<)
Ant.
Drisen

Q
Ant.
Driisen

Nonansauremethylester

Decansauremethylester

Undecansauremethylester

Dodecansauremethylester

Tridecansauremethylester

Tetradecansauremethylester

13-Methyltetradecansauremethylester

12-Methyltetradecansauremethylester

~l | w|o
wl[+|w il

Pentadecansauremethylester

(2)-Hexadec-7-ensauremethylester

(2)-Hexadec-9-ensauremethylester

(+

(2)-Hexadec-11-ensauremethylester

Hexadecansauremethylester

+4

15-Methylhexadecansauremethylester

14-Methylhexadecansauremethylester

(2)-Heptadec-9-ensauremethylester

Heptadecansauremethylester

(92,122)-Octadeca-9,12-diensdauremethylester

+|0v]lnln

(2)-Octadec-9-ensauremethylester

(2)-Octadec-11-ensauremethylester

°Z

Octadecansauremethylester

T [0
»

Nonadecensauremethylester

Nonadecansauremethylester

U7

Eicosansauremethylester

7.1

(52,82,117,142,177Z)-Eicosa-5,8,11,14,17-
pentaensauremethylester

(52,82,117,142)-Eicosa-5,8,11,14-
tetraensauremethylester

Eicosadiensauremethylester

(4z,72,102,132,16Z,197)-Docosa-4,7,10,13,16,19-
hexaensauremethylester

Leucinmethylester

Isopropylester

Tetradecansaureisopropylester

Hexandisaurebis-(2-methylpropyl)-ester

Hexadecanséaureisopropylester

+)

Octylester

Hexadecanséaureoctylester

Octadecansaureoctylester

Tetradecansaureoctylester

Acetate/Formiate/Carbonate

Hexadecanylacetat

Pentylacetat

1,2-Diethylbisformiat

Ethyl-methylcarbonat

Lactone

2-Hexen-4-olid

y-Heptalacton

y-Eicosansaurelacton S
y-Eicosansaurelacton S
y-Docosansaurelacton S
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Substanzen

Ovarien

Tie

re

Muskel

Ceph
alotho
rax

1<)
Ant.
Drisen

Q
Ant.
Driisen

Nitrile/Schwefelverbindungen

Schwefelkohlenstoff

Dimethyltrisulfid

N,N-Dimetylacetonitril

Octadecasaurenitril

Saureamide

N,N-Dimethylformamid

Formamid

N,N-Dimethylacetamid

Acetamid

1,3-Dimethylharnstoff

Harnstoff

1,1-Dimethyl-3-ethylharnstoff

(+)

N,N-Dimethylharnstoff

Propionsaureamid

Isobuttersaureamid

N-Butylformamid

Isovaleriansaureamid

e-Caprolactam

Decensaureamid

Decensaureamid

(+

Decensaureamid

Decansaureamid

Decadiensaureamid

(E)-2-Octensaureamid

m/z 79/108 (Decadiensaureamid)

m/z 79/108 (Decadiensaureamid)

(E)-2-Decensaureamid

2,5-Dodecadiensaureamid

3-Hydroxynonansaureamid

8-Methyl-3-Hydroxynonsaureamid

nln

3-Hydroxydecensaureamid

n

3-Hydroxydecensaureamid

(S)-3-Hydroxydecansaureamid

+4

4-Methyl-3-hydroxydecansaureamid

o

9-Methyl-3-Hydroxydecansaureamid

8-Methyl-3-Hydroxydecansaureamid

wl+len

n|lvln|+

(E)-3-Hydroxydodec-5-ensdureamid

(2)-3-Hydroxydodec-5-ensaureamid

(S)-3-Hydroxydodecansaureamid

3-Hydroxydodecadiensédureamid

~

3-Hydroxydodecadiensédureamid

~

(S)-(5Z,82,112)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-
triensaureamid

Hexadecensaureamid

(H

Eicosansauresaureamid

Ethanolamine

2-(N,N-dimethylamin)-ethylhexadecanoat

2-(N,N-dimethylamin)-ethyl-9-octadecenoat

2-(N,N-dimethylamin)-ethyl-11-octadecenoat

2-(N,N-dimethyl)-ethyleicosanoat
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Substanzen

Ovarien

Tiere

Muskel

Ceph
alotho
rax

1<)
Ant.
Drisen

Q
Ant.
Driisen

Ethanolamide

Pentadecansaureethanolamid

(Z29)-Hexadecensaureethanolamid

Hexadecansaureethanolamid

++

(Z29)-Octadecensaureethanolamid

Octadecansaureethanolamid

niln|lt|lunln

Aminosauren

N-Metylaminoessigsaure

Glycin

++

++

Alanin

++

++

2-Aminobuttersaure

(+

2-Piperidincarbonséaure

N-Acetylprolin

(+)

R-Alanin

Norvalin

++

Cystein

U)+U)+

++

Leucin

+++

+++

Isoleucin

++

Prolin

+++

Pyridin-4-carbonsaure

Serin

Threonin

Aminomalonsaure

Asparaginsaure

Methionin

Glutaminséaurelactam

Norleucin

Phenylalanin

5-Hydroxypiperidin-2-carbonsaure

Ornithin

Glutaminsaure

Asparagin

Lysin

Thyrosin

Pantothensaure

Tryptophan

Isoprenoide

6,10-Dimethyl-5,9-undecadien-2-on

6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on

4,8,12,16-Tetramethylheptadecan-4-olid

Squalen

Cholesta-3,5-dien

Cholesta2,4-dien

Cholesta-4,6-dien-3-ol

Choletsterin

++

Vitamin E

(+)

Cholest-7-en-3-on

m/z 260 (Cholesterinester)

m/z 260 (Cholesterinester)

Cholest-4-en-3-on

4,6-Cholestadien-3on
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Substanzen

Ovarien

Tiere

Muskel

Ceph
alotho
rax

1<)
Ant.
Drisen

Q
Ant.
Driisen

Kohlenhydrate

Aldopentosepyranosid

Xylulose

Aldohexose

Aldohexose

Aldohexose

nwln|lnl|®

2-Acetamidoaldohexopyranosid

Purin- und Pyrimidinbasen

Uracil

++

Dehydrouracil

Cytosin

Hypoxanthin

Nukleoside

N-Methyluridin

Uridin

N-Methylinosin

Glyceride

1,3-Dihydroxypropylhexadecanoat

W

2,3-Dihydroxypropyl-9-hexadecenoat

A
f

2,3-Dihydroxypropylhexadecanoat

2,3-Dihydroxypropylheptadecaoat

1,3-Dihydroxypropyl-9-octadecenoat

wlwlw

1,3-Dihydroxypropyl-11-octadecenoat

1,3-Dihydroxypropyloctadecanoat

2,3-Dihydroxypropyl-9-octadecenoat

w1 e

2,3-Dihydroxypropyl-11-octadecenoat

&

2,3-Dihydroxypropyloctadecanoat

2,3-Dihydroxypropylonadecanoat

ninfnjlnlwinjlnjlnlfnln|n

Ll e

2,3-Dihydroxypropyl-(5Z,82,11Z,14Z)-eicosa-
5,8,11,14-tetraenoat

2,3-Dihydroxypropyl-(52,82,11Z,14Z,17Z)-eicosa-

5,8,11,14,17-pentaenoat

Diketopiperazine

Val,Ala-Diketopiperazin

SS

L-Ala,L-Pro-Diketopiperazin

lleu,Ala-Diketopiperazin

SS

L-Val,L-Pro-Diketopiperazin

SS

(+)

L-Leu,L-Pro-Diketopiperazin

SS

(+

+

lleu,Pro-Diketopiperazin

SS

Norleu,Pro-Diketopiperazin

SS

Leu,Pro-Diketopiperazin

SS

Pro,Pro-Diketopiperazin

(+

Ala,Phe-Diketopiperazin

Phe,Phe-Diketopiperazin

Pro,Met-Diketopiperazin

(+)

Phe,Pro-Diketopiperazin

SS

Anorganische Verbindungen

Phosphorséaure

++

++1

Unbekannte Verbindungen

m/z 54/79/150
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Substanzen Ovarien| g. |Muskel|Ceph 3 Q
Tiere alotho Ant. Ant.
rax Driisen Driisen

m/z 54/79/150

m/z 79/94/108

m/z 79/94/108

m/z 43/79 (Acetat)

ninfnjnln

m/z 124/137/180

m/z 141

m/z 127

m/z 141

nininln

m/z 141

m/z 127

wininlnuln|ln
n

m/z 141

Tabelle 10 Inhaltstoffe der einzelnen Kdrperpartien von Crangon crangon

Es konnten 350 verschiedene Substanzen in den Extrakten nachgewiesen werden, davon 24
Kohlenwasserstoffe, 18 Alkohole, 16 Aldehyde, 13 Ketone, 40 Carbonsauren, 65
Carbonséaureester und 5 Lactone, 38 Amide, 14 Isoprenoide, 21 Heterocyklen und 10
Aromaten, 30 Aminosauren, 3 Nukleoside und 5 Zucker.

Bis auf einige Alkane [89] und ein Teil der Fettsduren [74], wurden alle Substanzen das erste

Mal fur diese Art beschrieben.

5.5.4 Charakteristische Substanzen in den einzelnen Kdrpersegmenten

In der Tabelle 11 sind die Unterschiede in den Extrakten der einzelnen Kdrpersegmente

aufgefuhrt.

Tabelle 11 Charakterisische Substanzen in den einzelnen Kdrperpartien

Substanzen Ovarien | Muskel [Cephalotho| Antennen Tiere ohne | ganze
rax drise Ovarien Tiere

Uridin +

N-Methyl-inosin +

N-Methyl-uridin 4+

Uracil ++

Cytosin S

Hexadecansaureethanolamid + ++

Pro-Phe- Diketopiperazin SS +

Pro-Ala-Diketopiperazin SS

Pro-Leu-Diketopiperazin Ss () ()

Pro-Pro-Diketopiperazin (+) ()

+
+

Pro-lleu-Diketopiperazin SS + + +
+

Pro-Val-Diketopiperazin Ss (+) (6]
*3-Hydroxy-8-methyl s s S S
nonansaureamid

(S3)-3-Hydroxydecansauream|d + +++ 4+ ++

3-Hydroxydodec-5-ensdureamjd S ++ + +
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Substanzen Ovarien | Muskel [Cephalotho| Antennen Tiere ohne | ganze
rax drise Ovarien Tiere

*3-Hydroxy-4- s s S s
methyldecansaureamid

*3-Hydroxy-8- (+) S S
methyldecansaureamid

*3-Hydroxy-9- s + + +
methyldecansaureamid

(Z5,28,211)-(S3)-3- s
Hydroxytetradecatriensdureamid

(S3)-3-Hydroxydecansaure +

3-Hydroxy-9-methyl-decanséauie s

Decansaureamid S (+) S S

2-Methhylheptansaureamid S

7-Methylnonansaureamid

Decensaureamid

2-Decensaureamid + S S

Decadiensaureamid

(7]

9-Methyldecansaureamid s

Dodecadiensaureamid )

3-(Methylthio)-propanal S

(2E,4E)-2,4-Heptadienal S SS

(3E,5E)-3,5-Octadien-2-on SS

(5Z,82)-Tetra S S
deca-5,8-dien-2-on

(5E,82)-5,8-Tetra S S
decadien-2-on

(52,82,117)-5,8,11 (+) (+)
Tetradecatrien-2-on

(5E,82,1127)- (+) (+)
Tetradeca-5,8,11-trien-2-on

Dimethylamin +++

Trimethylamin +

2-Propylamin +++

1-Propylamin ++

Harnstoff

1,1-Dimetyl-3-ethylharnstoff

+
1,3-Dimethyl-harnstoff +
+

s

N,N-Dimethyl-harnstoff

Tabelle 11 Charakterisische Substanzen in den einzelnen Kdrperpartien

Die Ergebnisse zeigen, dass es charakteristische Substanzen fur die einzelnen
Korpersektionen gibt. Besonders interessant ist die hohe Konzentration an Nukleosiden in den
Ovarien: Sie sind auch gleichzeitig charakteristisch fur dieses Organ. Im Vergleich dazu findet
man die Nukleoside in den Ganztierextrakten ohne Ovarien gar nicht oder nur in sehr geringer
Konzentration.

Der Muskel zeichnet sich durch den hohen Anteil an Diketopiperazinen aus, sie gehdren in
den anderen Korperteilen nur zu den Spurenkomponenten. Sie entstehen mdglicherweise aus
den Muskelproteinen.

Die Extrakte aus dem Cephalothorax v@rangon crangorenthalten als Hauptkomponenten
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die Amide und 3-Hydroxysaureamide. Diketopiperazine konnten in diesem Bereich nicht
nachgewiesen werden.

Die Antennendrisen enthielten Amine und Harnstoffderivate aber auch ungesattigte Aldehyde
und einige Schwefelverbindungen.

Der grof3e Anteil an Aminen und Harnstoffderivaten in diesen Extrakten, erklart sich dadurch,

dass aus der Antennendriise der Urin abgegeben wird.
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5.6 Diskussion zur Identifizierung von Naturstoffen beiCrangon crangon

In den Extrakten vorCrangon crangorkonnte eine Vielzahl von Substanzen identifiziert
werden. In diesem Abschnitt erfolgt eine Aufstellung der Substanzen, die als Sexuallockstoffe
in Frage kommen konnten.

Die charakteristischen Substanzklassen der ExtrakteCvangon crangorwerden anhand

ihres Vorkommens in anderen Organismen und ihrer Biosynthese diskutiert.

Die Derivatisierungsmethode fur die 3-Hydroxysaureamide wird mit anderen Methoden der

Mikroderivatisierung verglichen.

Potentielle Sexualpheromone beCrangon crangon

Die Partnererkennung spielt bei allen zweigeschlechtlichen Organismen eine aul3erordentlich
wichtige Rolle. In vielen Fallen sind chemische Botenstoffe daran beteiligt. Eine Reihe von
Insekten- und Crustaceenarten finden ihren Geschlechtspartner nahe zu ausschlief3lich Uber
Sexuallockstoffe [105,106].

Um Irrtimer bei der Partnerwahl zu vermeiden, wird zum Teil ein hoher physiologischer
Aufwand betrieben. So besitzen z.B. viele Schmetterlinge fir die Erkennung der Lockstoffe
ihrer Partner Rezeptoren, die ausschlie3lich das Sexualpheromon erkennen kénnen [107,108].
Auch beiCrangon crangorkann man davon ausgehen, dass chemische Botenstoffe fur die
Partnererkennung verantwortlich sind. Aus dem Ablauf der Paarung laRt sich schlie3en, dass
die weiblichen Sexuallockstoffe nur von gehauteten reifen Weibchen abgegeben werden. Es
ist zu berlcksichtigen, dass diese Substanzen auch in reifen ungehéuteten Weibchen
vorhanden sein kénnen, von diesen aber erst nach der Hautung abgegeben werden.

Des weiteren sind die Substanzen, die ausschlie3lich in den Ovarien und den Antennendriisen
gefunden wurden als potentielle Sexuallockstoffe zu beriicksichtigen. So wurde bei Hummern
der SpeziesHHomarus americanugermutet, dass die weiblichen Pheromone in den Ovarien
sezerniert werden [49]. Bei verschiedenen Krabbenarten (Brachyura) konnte auf3erdem gezeigt
werden, dass die Sexuallockstoffe mit dem Urin Uber die Antennendriisen abgegeben werden
[48,83]

Zu den Substanzen, die nur in den Extrakten attraktiver Weibchen gefunden wurden, gehdren
(2E,4E)-2,4-Decadieng?9) und (2E,42)-2,4-Decadienéd0).
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Das (2E,4E)-2,4-Decadiené9) ist seit langem als Bestandteil des Tomatenaromas bekannt
[109,110], und wurde kirzlich als Hauptbestandteil des Sekretes der Preorbitaldrisen
(Voraugendrisen) von Antilopenmannchen der SpeZiEmmaliscus dorcas dorcas
identifiziert. Bei einer verwandten AntilopenaBamaliscus dorcas phillipsist es der
Hauptbestandteil des weiblichen Preorbitaldriisensekretes [111,112].

Eine Verbindung, die dem (2E,42)-2,4-Decadie(@0) strukturell sehr ahnlich ist, das
Methyl-(E,Z)-2,4-decadienoat, bildet zusammen mit einem Spiroacetal das Pheromon-Bukett

des BorkenkéaferRityogenes chalcograph(is13].

Zu der selben Gruppe von konjugiert ungesattigten Carbonylverbindungen, dieabgon
crangonnur in den Antennendrusen reifer gehauteter Weibchen gefunden werden konnten,
gehoren (2E,4E)-2,4-Heptadierfall) und (3E,5E)-3,5-Octadien-2-¢&3).

In Ganztierextrakten attraktiver Weibchen und reifer ungehauteter Weibchen, wurden neben
diesen Verbindungen auch (2E,42)-2,4-Heptadi€®2) und (3E,52)-3,5-Octadien-2-q34)
gefunden. In den Extrakten geh&uteter juveniler Weibchen und gehauteter Mannchen treten
sie nicht auf.

Diese Verbindungen sind unter anderem als Aromabestandteile von schwarzem Tee
[114,115], verschiedener SUR- und Salzwasserfische sowie von Austern beschrieben worden
[116,117].

Fiur die Biosynthese kurz- und mittelkettiger unverzweigter Carbonylverbindungen sind im
Rahmen von Stoffwechseluntersuchungen verschiedenen Wege gefunden worden. Die
Ausgangsprodukte sind zumeist Fettsduren, wie Stearinsdure, Linolsaure oder Linolenséaure.
Die Fettsauren werden entweder gezielt an einem Kohlenstoffatom der Kette gespalten oder
durchB-Oxidation successive abgebaut.

Charakteristisch fur den Geruch frisch gefangener Fische ist eine Reibed3G-Alkohole

und Aldehyde, wie z.B. 2,5-Octadien-1-ol, 1,5-Octadien-3-ol, 2,6-Nonadienal und 2-Nonenal
[116,117,118,122]. Diese Verbindungen entstehen ebenso wie der "Griine Geruch” vieler
Pflanzen [119] und das typische Aroma von Pilzen durch die enzymatische Spaltung
ungesattigter Fettsauren [120,121].

Ausgehend von Linolensaure oder Linolsdure werden diese Substanzen durch Einwirkung
einer Lipoxygenase uber eine 13- bzw. 9-Hydroperoxidsaure generiert, die dann von einer

Hydroperoxidlyase gespalten wird [126,127,128].
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Die gezielte Oxidation eines Kohlenstoffatoms in der Fettsaurekette leitet aul3erdem die
Biosynthese der Prostaglandine aus Arachidonsaure ein. Allerdings erfolgt im Anschluss an
diesen Angriff keine Spaltung der Fettséure [129].

Untersuchungen zur Biosynthese der Fischaromastoffe, haben ergeben, dass 3,5-Octadien-2-
on, 2,4-Heptadienal und 2,4-Decadienal unter Einwirkung von Peroxiden auf
Fischhomogenisate entstehen kénnen. Weiterfihrende Studien mit gezielten Lipoxygenase-
und Hydroperoxidlyasehemmern fiihrten zu dem Ergebnis, dass diese Verbindungen bei
Fischen zunachst nicht durch reine Autooxidation, sondern Uber den Angriff einer
Lipoxygenase und anschliel3ende oxidativer Spaltung aus Linol- bzw. Linolensaure gebildet
werden [130]. In Abbildung 84 ist die Generierung von (2E,42)-2,4-Decad{&0albei

Fischen und die rein enzymatische Bildung von (Z)-3-Nonenal in griinen Pflanzen dargestellt.

SN N TN TN T TS N Yo

Linolsaure

9-Lipoxygenase

9-(R)-Hydroperoxylinolsaure

Fische Griine Pflanzen

Autooxidation Hydroperoxidlyase

/\/\/:\NO SN o
(E,2)-2,4-Decadienal (2)-3-Nonenal [117]
30
Abbildung 84 Biosynthese von (Z)-3-Nonenal bei Pflanzen und von (E,Z)-2,4-Decadienal 30 bei
Fischen

Uber die Biosynthese der 2,4-Decadienale bei Crustaceen liegen bisher keine umfassenden
Untersuchungen vor. Es ist anzunehmen, dass in der Natur sowohl die autooxidative als auch

die rein enzymatische Bildung dieser Verbindungen stattfinden.
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Zu den Verbindungen, die ausschliellich in Extrakten attraktiver Weibchen gefunden wurden,
gehdren neben den eben beschriebenen ungesattigten Carbonylverbindungen noch ein
Tetradecatrien und drei ungeséttigtdactone der Kettenlangen;£ C;g und Go, deren
Strukturen nicht abschlie3end geklart werden konnten. Der ungesattigte Kohlenwasserstoff ist
maoglicherweise eng verwandt mit den Undecatrienen, die als Pheromone von Braunalgen
bekannt sind. [15,16,17,19].

9- und 10-Hexadecanolid (35,36)sowie 9- und 10-Octadecanolid (37,38)  wurden
ausschlief3lich bei reifen ungehauteten Weibchen gefunden. Sie entstehen vermutlich aus
Palmitinoleinsaure bzw. Olsaure. Es ist moglich, das diese Verbindungen mit dem AbschluR
des Reifeprozesses der Weibchen in Zusammenhang stehen. Da sie in den Extrakten
attraktiver Weibchen nicht nachgewiesen werden konnten, kommen sie wahrscheinlich nicht
als Sexualpheromone in Frage.

In der Natur sind &ahnliche Lactone in den Metasternaldrisensekreten des Eukalyptus-
BockkéafersPhoracantha synonymgefunden worden. Das (Z)-4-Decen-9-olid und das 9-
Decanolid bilden die Hauptkomponenten des Sekretes [127].

Bei Schmetterlingen der AfEuploea sylvesterst 9-Decanolid Bestanteil der mannlichen
Haarpinsel und bei der ArTirumala petiveranakommen 5-Tetradecen-13-olid und 5-
Dodecen-11-olid in Pinseln und Flugeltaschen vor [128,129].

In einem Cyanobakterium, der Griin-Blaualgeotrichia(J. C. Agardh 1842) wurde ein 9-
Hydroxylacton mit einer mehrfach ungesattigten Alkylkette gefunden, das mdglicherweise aus

a-Linolensaure gebildet wird [130].

In den Ovarien wurden hohe Konzentrationen an Nukleosiden, die gleichzeitig

charakteristisch fur dieses Organ sind, gefunden. Im Vergleich dazu findet man die
Nukleoside in den Ganztierextrakten ohne Ovarien gar nicht und in Ganztierextrakten mit
Ovarien nur in sehr geringen Konzentrationen.

Die Hauptkomponenten der Nukleoside sind 1-MethylingSs) und 3-Methyluridin(57).

Inosin ist bereits als Sexualpheromon von Seeringelwirktynereis dumerilibekannt,

wo es die Abgabe der weiblichen Gameten induziert [131].

Methylierte Nukleoside sind auflerdem typisch fiur die t-RNA und tragen zu der

kleeblattartigen Strucktur dieses Makromolekiils bei [132].
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Maglicherweise sind Nukleoside oder deren Abbauprodukte aucBraegon crangorals
Sexuallockstoffe von Bedeutung.

Im Reifezyklus der Ovarien, werden die Nukleoside zunachst zum Aufbau der Keimzellen-
DNA bendtigt. Wenn die Ovarien ausgereift sind, werden diese Substanzen nicht mehr
gebraucht. Die uberschissigen Nukleoside konnten dann abgebaut oder ausgeschieden
werden. Die Nukleoside oder die Abbauprodukte von Nukleosiden kénnten somit einem
Mannchen signalisieren, dass es sich bei dem Emitter um ein paarungsbereites Weibchen
handelt.

2-Hydroxyethylhexadecansauream(i@8) wurde sowohl in den Ovarien, als auch in den
Antennendrusen reifer gehéuteter Weibchen gefunden. Das deutet darauf hin, dass diese
Verbindung moglicherweise im Zusammenhang mit dem PaarungsablaufCramgon
crangonsteht.

Als Naturstoffe sind Ethanolamide unter anderem aus Samen und BlatterEntada
phaeseoloidegLeguminosae) isoliert worden, von denen dassN-(2-Hydroxyethyl)-3-
methylthiopropenséaureamid und das N-(2-Hydroxyethyl)-3,3-bis-methylthiopropanséaureamid
entziindungshemmende Wirkung haben [133,134].

Des weiteren wurde ausschlie3lich in den Antennendriisen reifer gehauteter Weibchen 3-
Methylthiopropanal gefunden. Es entsteht moglicherweise aus Methionin, durch
Decarboxylierung und anschlieRende Oxidation. Es konnte in keinem anderen der Extrakte
nachgewiesen werden, auch nicht in den SPME-Untersuchungen der Ausscheidung der
Antennendriisen. Dass sie auch in den Ganztierextrakten attraktiver Weibchen nicht gefunden
werden konnte, deutet mdglicherweise daraufhin, dass es sich bei dieser Verbindung um ein
Artefakt handelt.

3-Hydroxysaureamide inCrangon crangon

Die 3-Hydroxysaureamide gehéren zu den Hauptkomponenten der Ganztierextrakte von
Crangon crangon Da aber nur reife gehéutete Weibchen bei den Mannchen das
Paarungsverhalten auslosen, ist es eher unwahrscheinlich, dass diese Verbindungen als
Sexualpheromon in Frage kommen. Diese Substanzklasse wurde bisher nur sehr selten als
Naturstoff beschrieben

Aus Pilzen konnten 3-Hydroxysaureamide, die mit Aminosauren verestert waren und

cytotoxische Eigenschaften besalien, identifiziert werden [101,102].
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Ein 3-Hydroxydodecansaureamid, dass mit einem Tripeptid bestehend aus Arginin, Glutamin
und Leucin, verestert ist, wurde in dem HRignicillium fellutanumgefunden, der sich unter
anderem auf Meeresfischen ansiedelt. Diesem konnte die (R)-Konfiguration an der
Hydroxygruppe zugeordnet werden [101], wogegen alle Hydroxysaureamide, die in dieser
Arbeit ausCrangon crangondentifiziert werden konnten, S-Konfiguration besal3en.

Ein mit Serin verestertes 3-Hydroxydecansaureamid wurde bereits 1955 aus einem
Organismus deBerratiaGruppe identifiziert. Diese Verbindung zeigte in den durchgefihrten
Untersuchungen keine pharmakologische Wirkung. Die Stereochemie konnte nicht aufgeklart
werden [102].

Homologe Verbindungen, wie die 3-Hydroxysauren wurden in den Tarsaldrisen der Hummel
Bombus terrestriggefunden. Es wurde vermutet, das diese Verbindungen eine herbizide
Wirkung haben [95].

Fur diese Hummel wird beschrieben, dass die 3-Hydroxysauren hauptsachlich als (S)-
Enantiomer vorliegen, der (R)-Enantiomerenanteil aber mit zunehmender Kettenlange
zunimmt und die 3-Hydroxytetradecansaure bereits racemisch vorliegt.

Eine zunehmende Racemisierung mit langeren Kohlenstoffgertist konnte bei den 3-
Hydroxysaureamiden, die i@rangon crangorgefunden wurden, hingegen nicht festgestellt
werden. Das R-Enantiomer konnte weder bei dem 3-Hydroxydecan- ,-dodecan- noch dem -
tetradecatriensdureamid nachgewiesen werden.

Von der 3-Hydroxyoctan- und der 3-Hydroxydecansaure, die in sehr geringen
Konzentrationen, beCrangon crangongefunden wurden, konnten ebenfalls nur die (S)-

Enantiomere nachgewiesen werden.
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Biosynthese der 3-Hydroxysaureamide durch 3-Oxidation
Die aul3ergewdhnlich hohen Konzentrationen an 3-Hydroxysaureamid@¥angon crangon
deuten darauf hin, das diese Verbindungen fir die Garnele von physiologischer Bedeutung

sind.

/\/\/\/\/\/\/\/\/H\S/ CoA
Dehydrogenase
N | | CoA
/\/\/\/\/\/\/\/\/\S/

Hydratase

OH
/\/\/\/\/\/\/\/\/'|\S/C°A

Dehydrogenase

Thiolase

/\/\/\/\/\/\/\/”\S/COA

Abbildung 85 3-Oxidation am Beispiel von Stearinsaure

Die Biosynthese dieser Verbindungen erfolgt vermutlich durch den Abbau von Fettsauren. Es
ist bekannt, dass 3-Hydroxygruppen als Zwischenprodukt@-@tidation entstehen.

Bei der[3-Oxidation wird zunachst eine Fettsaure mit Acetyl-CoA aktiviert. Dann erzeugt eine
Dehydrogenase einex-B-ungesattigte Fettsaure, die anschlieRend an [gi€osition
hydroxyliert wird. Eine L-3-Hydroxyacetyl-CoA-Dehydrogenase setzt daraufhin die
Hydroxygruppe zum Keton um, und eine Thiolase spaltet die Acetylgruppe ab (Abbildung
85).

Die Hydratase, die im Zyklus der [3-Oxidation aktiviert wird, bildet ausschlief3lich (S)-3-
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Hydroxyverbindungen, wahrend die Hydratase, die beim Fettaufbau die Hydroxygruppe
einfugt nur die (R)-3-Enantiomere generiert [135].
Das spricht dafir, dass die in den Extrakten ¥&nangon crangongefundenen (S)-3-

Hydroxysaureamide Produkte der Hydroxylase aus der 3-Oxidation stammen.

Die 3-Hydroxydecanhomologe: (S)-3-Hydroxydecansaureamid, 8-Methyl-3-
hydroxydecansaureamid und 9-Methyl-3-hydroxydecansaureamid koénnten z.B. aus
Palmitinsaure, 14-Methylhexadecansédure und 15-Methylhexadecansaure entstehen. Diese
Sauren wurden ebenfalls in den Extrakten @angon crangorgefunden, und kommen in
ahnlichen Konzentrationsverhéaltnissen wie die 3-Hydroxydecanhomologe vor. So gehort
Palmitinsaure zu den Hauptkomponenten der Extrakte und die methylverzeigten Homologe
sind deutlich geringer konzentriert.

Das 4-Methyl-3-hydroxydecansaureamid muif3te demnach aus einer 10-Methylhexadecansaure
entstanden sein. Fettsduren mit Methylverzweigung in der Mitte der Kohlenstoffkette sind
jedoch nicht gefunden worden. Mdglicherweise waren ihre Konzentrationen in den Extrakten
Zu gering.

Das (Z5)-3-Hydroxydodec-5-ensaureamid konnte durch [3-Oxidation aus Palmitoleinsaure
nach Abbau von zwei Acetyleinheiten entstehen.

Palmitoleinsdure gehtrt genau wie Palmitinsdure zu den Hauptbestandteilen der
Ganztierextrakte.

In Abbildung 86 sind Vorschlage flir die Abbauwege dargestellt, die zu den oben aufgezéahlten

3-Hydroxysaureamiden fuhren.
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Abbildung 86 Biosynthese der 3-Hydroxysdureamide durch R-Oxidation

Zunéachst werden die Sauren durch zwei bzw. drei 3-Oxidationsschritte abgebaut. Dann erfolgt
die Einfuhrung der Hydroxygruppe mit Hilfe der Dehydrogenase und der Hydratase. Im

Anschluss wird die Aktivierungsgruppe durch eine Aminogruppe ersetzt, und das 3-

Hydroxysaureamid wird freigesetzt.

Als Ausgangsverbinungen fir (Z5,28,Z11)-(S3)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaureamid

kommen nur Fettsauren in Frage die mindestens drei homokonjugierte Doppelbindungen

ausgehend von des;-Position haben, wie z.B-Linolensaure.

So konnte das (Z5,Z8,Z11)-(S3)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaureamid sowobl aus
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Linolensaure, als auss-Eicosapentaensaure oderDocosahexaenséure entstanden sein.

In den Extrakten wurde-Linolensaure allerdings nur in sehr geringen Mengen ausschliel3lich
bei den Weibchen gefunden. Dafiir lagen in allen Proben hohe Konzentrationans-von
Eicosapentaensaure uagtDocosahexaensaure vor.

Die Bildung von (Z5,28,211)-(S)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensdureamid @gts
Eicosapentaensaure odes-Docosahexaensaure erfordert den Abbau der homokonjugierten
Doppelbindungen.

Der Abbau von mehrfach ungesattigten Fettsauren erfolgt bei vielen Organismen zusatzlich
uber eine Isomerase und eine Epimerase. Die Isomerase kann dnebmngpelbindung in

eine transa,3-Doppelbindung umwandeln. Die Epimerase kann eine (R)-3-Hydroxygruppe in
das (S)-Enantiomer umwandeln. Die (R)-3-Hydroxygruppen entstehen bei der Hydratisierung
von cis-Doppelbindungen durch die Enoyl-CoA-Hydratase und konnen ohne die
Epimerisierung nicht weiter abgebaut werden (siehe auch Abbildung 86).

Wenn man davon ausgeht, dass das (Z5,28,Z11)-(S)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-
triensdureamid aus;-Eicosapentaensdure oderDocosahexaensaure entsteht, stellt sich die
Frage, warum in den Extrakten das (S)- und nicht das (R)-Enantiomer gefunden wurde. Wenn
die Verbindung nicht weiter abgebaut wird, erscheint es auf den ersten Blick nicht sinnvoll,
die Konfiguration an der Hydroxygruppe mit Hilfe der Epimerase zu andern.

Dies ist moglicherweise ein Indiz dafiur, dass das (Z5,Z8,211)-(S)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-
triensdureamid nicht auss-Eicosapentaensaure odeyDocosahexaensaure gebildet wird. Es
konnte aber auch daraufhin deuten, dass die (S)-Konfiguration der 3-Hydroxygruppe fur die

Aufgaben, die diese Verbindungen im Stoffwechsel wahrnehmen, notwendig ist.

Die Tetradecatrienverbindungen

(£5,28,Z11)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-d28) und (E5,Z8,Z11)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-on
(27) gehoren zu den charakteristischen Substanzen fir die FestphasenextraRtangon
crangon Sie treten immer zusammen mit dem (5Z,82)- und (5E,82)-Tetradeca-5,8-dien-2-on
auf, die in deutlich geringeren Konzentrationen vorliegen.

Beide Verbindungei28 und 27 sind im Aroma kleiner Garnelen nachgewiesen worden. Sie
sind fur das spezielle Meeresfriichtearoma der gekochten Tiere verantwortlich [136,137]. Es
wurde bereits versucht die Entstehung dieser Substanzen zu klaren. Dabei konnte

ausgeschlossen werden, dass es sich um Produkte der Autoxidation der Lipidfraktionen
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handelt [42,137,138]. Bisher wurde angenommen, dass diese Verbindungen hauptsachlich in
Folge des Kochens der Tiere gebildet werden. Die hier durchgefihrten Untersuchungen
zeigten, dass sich die Verbindungen Beangon crangonauch ohne Warmeeinwirkung
bilden. So befinden sie sich z.B. auch in den Mikrofestphasenextrakten (SPME), die ohne
Losemittel und bei Raumtemperatur durch Adsorption auf Mikrofestphasen gewonnen werden
und direkt der GC/MS-Untersuchung zugefuhrt wurden. Da diese Substanzen nicht zu dem
Bukett roher Garnelen gehoren [139], ist davon auszugehen, dass sie in Folge der
Homogenisierung des Gewebes entstehen, auch wenn nicht auszuschlieRen ist, dass diese
Substanzen auch in geringeren Konzentrationen in unverletztem Gewebe vorhanden sind.
Durch die Zerstérung des Gewebes werden Substrat und Enzyme zusammengefihrt und
erzeugen in grofen Mengen diese "Wundsubstanzen”. Vergleichbare Vorgange sind die
Freisetzung von & und G-Aldehyden und Alkoholen beim Schnitt griiner Pflanzen oder die
Emission von Octenolen bei Pilzen [121,123].

In der Natur haben Substanzen, die durch Verwundungen entstehen, meist vielfaltige
Bedeutung. Oft sind sie mikrobizid und schitzen die Wunde vor Parasitenbefall [140,141]
oder sie wirken als Alarmpheromon und signalisieren Artgenossen, sich rechtzeitig vor einer
Gefahr zu schutzen [142].

Nachdem die Entstehung dieser Substanzen durch Autoxidation nahezu ausgeschlossen
werden konnte, wurde vermutet, dass sie durch die Einwirkung von Lipoxygenasen und
Hydroperoxidlyasen auss-Eicosapentaensaure unick-Docosahexaensaure entstehen [143].
Allerdings konnten Untersuchungen mit bekannten Lipoxigenasehemmern, wie Zinkchlorid
diese Vermutungen nicht untermauern. Ob an der Bildung dieser Substanzen Cytochrom P450
oder &hnliche Enzyme beteiligt sind wurde in dieser Studie nicht untersucht [144].

Es ist anzunehmen, dass (Z5,Z28,Z11)-Tetradeca-5,8,11-trien{28nund (E5,Z8,Z11)-
Tetradeca-5,8,11-trien-2-0(R7) sowie (Z5,Z8)-Tetradeca-5,8-dien-2-on und das (E5,Z8)-
Tetradeca-5,8-dien-2-on irfCrangon crangonaus auf ws-Eicosapentaensaure unas-
Docosahexaenséure sowie Arachidonsaure entstehen, da diese in hohen Konzentrationen in
den Extrakten vorlagen.

Ein mdglicher Entstehungsweg durch Einwirkung emgrLipoxygenase, die in der Lage ist,

eine Hydroperoxidgruppe am sechsten Kohlenstoff @gEicosapentaensédure bzw. der

Arachidonsaure einzufuhren, ist in Abbildung 87 dargestellt.
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Bekannte Angriffspunkte von Lipoxygenasen bei den CrustaceenartenCarcinus maenas und
Rhitropanopeus harrisii
[¢]
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HO - - - - o
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Abbildung 87 Lipoxygenasen bei Crustaceen und zwei Varianten der Biosynthese der C 14-

Verbindungen durch Lipoxygenasen

Dieser Angriff mul3 allerdings als ungewohnlich bezeichnet werden, da die meisten

Lipoxygenasen, als Zielstruktur eine (1Z,4Z)-Pentadieneinheit einer mehrfach ungesattigten
Fettsauren erkennen und die Hydroperoxidgruppe unter Umlagerung der Doppelbindung an
einem der Kohlenstoffe 1 oder 5 eingefuhrt wird (Abbildung 88) [145,146].

Ausnahmen sind z.B. die 10-Lipoxygenasen von Pilzen, die eine Hydroperoxidgruppe in der
2-Position der ersten Pentadieneinheit wohinolenséure einfihren und zur Bildung des

typischen Pilzaromas beitragen [120].
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Abbildung 88 Angriff der Lipoxygenase auf die (Z1,Z4)-1,4-Pentadieneinheit

Daneben besteht die Mdglichkeit, dass die Tetradecatrien-2-one und Tetradecadien-2-one aus
den GxPolyensauren entstehen. EimgDocosapentaensaure konnte aber in den Extrakten
von Crangon crangomicht nachgewiesen werden.

Bisher gibt es keine Hinweise daflr, dass die oben beschriebenen Enzy@eahgon
crangon existieren. Untersuchungen zur Prostaglandinsynthese der Crusi@eesnus
maenasund Rhitropanopeus harrisinaben aul3erdem ergeben, dass Lipoxygenasen dieser
Tiere wz-Eicosapentaensaure und Arachidonsaure bevorzugt am achten und etwas weniger am
funften, neunten, elften, zwoélften und flinfzehnten Kohlenstoff angreifen [147,148]
(Abbildung 87). In diesem Zusammenhang ware es wichtig zu klaren, welche Séauren die

Vorgangersubstanzen der Tetradecatrien-2-2A€28)und Tetradecadien-2-one sind.

Die Spaltung der Hydroperoxidfettsauren zu den Tetradecatrien-2-onen und Tetradecadien-2-
onen konnte uber eine enzymatisch katalysierte Umlagerung der Hydroperoxidgruppe
erfolgen. Solche Spaltungen sind zwar selten beschrieben, dennoch gibt es eindeutige
Hinweise darauf, dass es Hydroxyperoxidlyasen gibt, die die Kette zwischen der

Hydroperoxidgruppe und dem gesattigten Kohlenstoff spalten. Zu diesen Ergebnis flhrten

intensive Studien der Lyaseprodukte der Grunalg®siphonia coalitd149,150].

H
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Abbildung 89 Denkbare Isomerisierung der 5Z-Doppelbindung
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Die Tetradecatrien-2-ong27,28) und Tetradecadien-2-one liegen im Gegensatz zu
(52,82,1172)-(S)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaureafh®B) als (52)- und (5E)-Isomere

vor. Dies deutet mdglicherweise daraufhin, dass bei ihrer Entstehung zunachst das Enol
gebildet wird, welches durch Protonenumlagerung die Doppelbindung isomerisiert
(Abbildung 89).

Amide in Crangon crangon

Die nachste Besonderheit, die bei der Betrachtung der Inhaltstoff€ramigon crangonist

die groRe Zahl an Amiden.

Es ist nicht anzunehmen, dass es sich bei den Amiden um Aufarbeitungsartefakte handelt.
Dies wurde z.B. fur ein Hexadecansaureamid, dass in dem Hauisetum telmateia
gefunden wurde, vermutet [151]. Im Gegensatz zu der Extraktion mit heiBem Ammoniak, die
bei der Isolierung der Bauminhaltsstoffe angewendet wurde, ist die Festphasenextraktion, die
in dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, eine extrem milde Methode.

Auch in den Extrakten, die durch Gefriertrocknung der in flussiger Luft homogenisierten
Tiere erhalten wurden, konnte die ganze Bandbreite der Amide nachgewiesen werden.

Nur bei den 2-Alkensaureamiden, die in den Extrakten @oangon crangongefunden
wurdenhandelt es sich mdglicherweise zum Teil um Artefakte. Proben, die spat aufgearbeitet
wurden enthielten einen deutlich hoheren Anteil an 2-Alkensaureamiden, als die friher
untersuchten.

Geringe Mengen an 2-Alkensédureamiden, die zunéchst in den Proben gefunden wurden, sind
moglicherweise mit den 3-Hydroxysédureamiden verknupft. Die Konzentrationszunahme der
2-Alkensadureamide im Laufe der Lagerzeit ist vermutlich auf eine Eliminierung der
Hydroxygruppe aus den 3-Hydroxysaureamiden zuriickzufuhren.

In der Literatur werden einige Amide mit sehr interessanter physiologischer Bedeutung
beschrieben. So wurde von einem Mikroorganismus aus Taiwan das (Z5,Z8,711)-5,8,11-
Tetradecatriensaureamid, dass auch in den Extrakten reifer Weibch€rargon crangon
vorkommt, isoliert [152,153]. In der Studie konnte gezeigt werden, dass das
Tetradecatriensaureamid Phospholipasenr Aemmt und damit vermutlich auch
entzindungshemmende Wirkung hat. Es konnte zusatzlich die phospholipasehemmende

Eigenschaft von Olsaureamid, Arachidonsaureamye,inolensaureamid und anderer
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Fettsdureamide nachgewiesen werden. Interessanter Weise zeigten nur die freien Amide diese
Wirkung. Die N-Methylamide inhibierten die getesteten Phospholipasen nicht.

Ahnlich interessant ist die Wirkung von Olsaureamid auf das Einschlafverhalten
verschiedener Saugetiere. Es wurde beschrieben, dass diese Verbindung im Kreislauf
schlafriger Katzen zirkuliert und in der Schlafphase wieder abgebaut wird. Versuche mit
Ratten haben gezeigt, das Olsaureamid bei diesen den Schlaf herbei fiihren kann [154,155].
Uber die physiologische Bedeutung der Amide®eingon crangorist hingegen noch nichts

bekannt.

Polyenfettsauren inCrangon crangon

Die Extrakte vonCrangon crangorenthalten bemerkenswert hohe Konzentrationenwgn
Eicosapentaensaure uagtDocosahexaensaure.

Die grole Anzahl an mehrfach ungesattigten Fettsauren ist typisch fir Fische und andere
aquatische Organismen [156]. Sie wurden aber auch in hohen Konzentrationen in den
Haarpinseln der Nachtfalterartémauris ochlea und Amauris albimaculagafunden [128].

Die Haarpinsel, die nur bei den Mannchen dieser Arten ausgebildet werden, dienen zur
Abgabe der mannlichen Sexualpheromone.

Die Einfuhrung von Doppelbindungen in Fettsauren stellt fur einen Organismus einen nicht
unerheblichen energetischen Aufwand dar. Zudem muf3 der Organismus in der Lage sein, die
Oxidation der Doppelbindung, die als Nebenreaktion der Atmung auftritt, zu verhindern oder
rickgéngig zu machen.

Neben ihrer Funktion, als Bestanteil von Membranlipiden die Fluiditdt der Membran auch bei
niedrigen Temperaturen aufrecht zu erhalten und andere Austauschprozesse zu unterstiitzen,
sind sie Ausgangsprodukt fur viele wichtige Hormone und chemische Botenstoffe. Einer
dieser Botenstoffe, die 10,11,12-Trihydroxy-5,8,14,17-eicosatetraer&@&urePheromon der
SeepockeBalanus balanoideswurde bereits in der Einleitung erwahnt [41,124,157].
Arachidonsaure ist das Ausgangsprodukt der Biosynthese von Prostaglandinen und anderer
sogenannter Eicosanoide [125].

Bei Menschen sindw-Eicosapentaensaure uno-Docosahexaensaure Anatagonisten der
Arachidonsaure, was eine Untersuchung zur Erklarung der langen Blutungszeiten bei Eskimos
eindrucksvoll gezeigt hat. Die Prostaglandinhomologe, diesgiscosapentaensaure uag
Docosahexaenséaure entstehen, fuhren im Gegensatz zu den Arachidonsaureabkémmlingen

nicht zu einer Thrombozytenaggregation [158,159].
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Eine Untersuchung bei Fischen hat ergeben, dass diese in hohem Mal3e Prostaglaagline aus
Eicosapentaensaure uagtDocosahexaensaure bilden [160,161,162].

In Crangon crangorspielen sie vermutlich bei Membranprozessen eine wichtige Rolle.

Methylester in Crangon crangon

Nach der sadulenchromatographischen Fraktionierung der Methanolextrakte wurde eine grol3e
Zahl an Fettsduremethylestern gefunden. Der gleiche Methylierungsvorgang konnte auch bei
der Aufarbeitung von Drisenextrakten von Schafen festgestellt werden [163]. Eine
vergleichbare Veresterung zu den Fettsdureethylestern wurde bei Algenextrakten die in
Ethanol aufbewahrt wurden, festgestellt [164].

Die Methylierung der Fettsauren b€rangon crangorerfolgt wahrscheinlich spontan auf
Kieselgel bei einem UberschuB an Methanol. Bei den absolut gesehen geringen

Konzentrationen der Fettsauren, erfolgt die Umsetzung sogar quantitativ.

Diketopiperazine in Crangon crangon

Die in dieser Arbeit beschriebenen Diketopiperazine sind als Kondensationsprodukte zweier
Aminosauren zu betrachten.

Seit einigen Jahren hat die Anzahl der Veroffentlichungen tber diese Verbindungen als
Inhaltsstoffe verschiedener Organismen stark zugenommen Sie sind sowohl in Pilzkulturen
als auch in Schwammen gefunden worden [165,166]. Sie haben eine schwach fungizide
Wirkung und werden z.B. von dem Pilyridiomyces formicarunger von Ameisen der Art

Cyphomyrmex minutuengebaut wird, zur Abwehr anderer Pilzarten eingesetzt.

Mikroderivatisierung der 3-Hydroxysaureamide

Mikroderivatisierungen ermagglichen, polare organische Spurensubstanzen reproduzierbar mit
gaschromatographischen Methoden zu untersuchen [85,86,167]. Zudem liefern sie zum Teil
wichtige Strukturinformationen tber die derivatisierten Substanzen.

N-Alkylsdureamide werden nur in seltenen Fallen derivatisiert. Eine géangige
Derivatisierungsmethode fur Amide, ist die Umsetzung mit Trifluoressigsaure zu dem
gemischten Diimid [86]. Die Umwandlung von Amiden zu Nitrilen wird nur selten als
Mikroderivatisierungsmethode beschrieben, eine bekannte Variante ist die Umsetzung der
Amide im Inlet des Gaschromatographen mit Phosphorsdure [85,86]. Nachteile dieser

Methode sind die umstandliche Handhabung und die schlechte Reproduzierbarkeit.
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Die Derivatisierung von Hydroxysaureamiden mit trockenem Acetanhydrid und trockenem
Pyridin zu den Acetoxynitrilen, die vermutlich erstmals im Rahmen dieser Arbeit angewendet
wurde [169], lieferte hingegen bei allen Proben gleichbleibend gute Ergebnisse. Sie lassen

erwarten, dass diese Methode noch vielseitiger anwendbar ist.
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6 Zusammenfassung

Deutsche Fassung
Die Kenntnisse Uber marine Naturstoffe sind bedeutend geringer, als die von Naturstoffen aus
terrestrischen Systemen. Oft ist die wesentlich weniger erforschte allgemeine Biologie von

Meeresorganismen daflr verantwortlich.

Crustaceen gehotren zu den wichtigsten Klassen der Meereslebewesen und sind ebenfalls mit
einer Reihe von Arten auf dem Land vertreten.

Garnelen, die eine Unterordnung der Crustaceen bilden und zu denen auch die in dieser Arbeit
untersuchte Nordseekrabl@angon crangongehort, verfigen tber eine grof3e Vielfalt an
Chemorezeptoren, die Uber den ganzen Korper verteilt sind und haben auRerdem ein separates
Riechorgan. Die Sinneswahrnehmung dieser Tiere wird zu einem grof3en Teil von chemischen
Signalen bestimmt. Aufgrund dieser Voraussetzungen bilden sie ein ideales Forschungsobjekt

der chemischen Okologie.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst die Biologie mit dem Schwerpunkt der
Fortpflanzung vonCrangon crangonuntersucht. AufRerdem wurden Verhaltenstests zur
Wahrnehmung chemischer Reize durchgefihrt.

Der Ablauf der Paarung vofrangon crangonkonnte mit Hilfe von Videoaufnahmen
intensiv studiert werden. Die Auswertungen ergaben, dass eine Pheromonabgabe von
gehauteten reifen Weibchen im Ubergangsbereich zwischen Cephalothorax und erstem
Korpersegment als sehr wahrscheinlich anzunehmen ist.

Mit verschiedenen Aminosauren konnte gezeigt werden, Gassgon crangonauch auf
einzelne Nahrungsinhaltsstoffe reagiert. Die Mischung der Substanzen fuhrte in den meisten

Fallen zu einem synergistischen Effekt.

Den Kern der Arbeit bildet die Identifizierung der Inhaltstoffe @sangon crangon
Zum einen wurden Mannchen und Weibchen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
untersucht und die identifizierten Substanzen verglichen, zum anderen wurden verschiedene

Kdorperteile vonCrangon crangorexaminiert und die Ergebnisse gegeniber gestellt.
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Es konnten Uber 400 Substanzen identifiziert werden, von denen fast alle erstmals fur diese
Art beschrieben wurden. Darunter sind die Substanzklassen der Kohlenwasserstoffe,
Alkohole, Aldehyde, Ketone, Carbonsauren, Carbonsaureamide, Ester, Lactone, Steroide,
Diketopiperazine, Nukleoside, Aminosauren und Aromaten vertreten.

Sechs Hydroxysaureamide und vier makrocyklische Lactone sind neue Naturstoffe und in der

Literatur bisher nicht beschrieben worden.

Charakteristisch furCrangon crangonsind vor allem die Amide, von denen die 3-
Hydroxysaureamide in diesem Umfang noch nicht als Naturstoff beschrieben sind. Das 3-
Hydroxydecansaureamid ist die Hauptkomponente der homologen Hydroxysaureamide.

Durch stereoselektive Synthese und enantioselektive Gaschromatographie konnte gezeigt
werden, dass es sich bei den 3-Hydroxysaureamiden um die S-Enantiomere handelt.
(£5,28,711)-(S3)-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaureamidl8B}, (E)- und (2)-3-
Hydroxydodec-5-ensaureamid (60), 8-Methyl-3-hydroxydecansaureamid, 9-Methyl-3-
hydrocydecanséureamid und 4-Methyl-3-hydroxydecansdureamid sind neue Naturstoffe und
bisher nicht in der Literatur beschrieben worden. Die Stereochemie der zuletzt genannten

Verbindungen konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklart werden.

Um eine optimale Analyse der 3-Hydroxysaureamide mittels GC/MS zu ermdéglichen, wurde
eine neue Mikroderivatisierungsmethode fur die Hydroxysaureamide entwickelt, bei der diese
in die acetylierten Nitrile Uberfiihrt werden. Die acetylierten Nitrile lassen sich einwandfrei

chromatographieren und ihre charakteristischen Massenspektren leichter interpretieren.

Die (Z5,Z8,E11)- und (Z5,Z8,Z11)-Tetradeca-5,8,11-trien-2-one, die in den Extrakten von
Crangon crangonidentifiziert werden konnten, sind mdglicherweise charakteristische
Inhaltstoffe kleiner Garnelen. Es konnte gezeigt werden, dass diese Substanzen, die typisch
fur das Aroma gekochter Garnelen dieses Typs sind, auch ohne Hitzeeinwirkung beim

Homogenisieren entstehen. Mdglicherweise sind sie als Alarmpheromone von Bedeutung.

Die 9- und 10-Octadecanolide und 9- und 10- Hexadecanolide, die in den Extrakten reifer
Weibchen gefunden wurden, sind noch nicht als Naturstoffe beschrieben worden. Sie reihen
sich in eine Gruppe makrozyklischer Lactone ein, die schon bei Kafern und Schmetterlingen

gefunden wurden, deren physiologische Bedeutung aber nicht vollstandig geklart ist. Alle
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diese Substanzen konnten durch die Synthese von Vergleichssubstanzen identifiziert werden.
Die Darstellung der 10- und 11-Ringlactone gelang in akzeptablen Ausbeuten, obwohl die

Bildung dieser Ringgrol3en energetisch besonders ungunstig ist.

Der Vergleich zwischen den Extrakten paarungsbereiter Weibchen, unreifen Weibchen und
Mannchen ergab, dass die Hauptkomponenten der Extrakte zu denen die Hydroxysaureamide,
die Amide und einige Fettsduren z&hlen, in beiden Geschlechtern vorkommen. Unterschiede
zeigen sich im Bereich der Nebenkomponenten. So zeichnen sich die Extrakte attraktiver
Weibchen durch einen hohen Anteil ungesattigter Carbonylverbindungen aus, von denen
einige als Sexualpheromone in Frage kommen.

Die Mannchen enthalten deutlich weniger ungesattigte Verbindungen als die Weibchen. Die
makrozyklischen Lactone konnten nur bei reifen aber noch nicht gehauteten Weibchen
gefunden werden.

Die Untersuchung der Kérpermitte attraktiver Weibchen mit Mikrofestphasenextraktion ergab
keine reproduzierbaren Ergebnisse. An dieser Stelle wéare eine weitergehende Studie

wlnschenswert.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die einzelnen Kdrperabschnit@ramgon crangon
(Ovarien, Muskeln, Antennendrisen und Cephalothorax) anhand charakteristischer
Inhaltstoffe unterscheiden lassen.

Charakteristisch fur die Antennendrisenextrakte waren vor allem Harnstoffderivate und
Amine.

Die Muskelextrakte enthielten als Hauptkomponente Fettsduren und einen grof3en Anteil an
Diketopiperazinen. Typisch fur die Cephalothoraxextrakte waren die 3-Hydroxysaureamide,
die zusammen mit den Fettsauren in diesen Extrakten die am starksten vertretenen
Substanzklassen bildeten.

Besonders hervorzuheben ist, dass Nukleoside fast ausschlie3lich in den Ovarien
nachgewiesen werden konnten und dort die Hauptkomponenten der Extrakte bilden. Sie sind

somit als potentielle Sexuallockstoffe von auf3erordentlichem Interesse.
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Abstract English Version
The knowledge about the chemistry in marine life is very small. Much more is known about
natural products in terrestrial organisms. The main reason for that is the ignorance about

marine in total.

Crustaceans are one of the most important classes of marine invertebrates. There are also
crustacean species settled in terrestrial habitats.

The brown shrimp&£rangon crangorbelong to an infraorder of crustaceans which sensory
perception highly depends on chemical signals. Their chemo receptors are of extraordinary
diversity and located nearly allover their body. Therefore these animals are excellent subjects
of chemical ecology research work.

Within the scope of this work the biology and especially the copulati@rarigon crangon

have been observed. Additional behavioural experiments with food stimuli were carried out.
With the help of video films the copulation was studied in detail. The evaluation of the film
material indicated that ripe molted female shrimps release a pheromone in the region between
the cephalothoraxes and the first body segment.

Essays with different amino acids showed tlatingon crangonis attracted by single

components of food aroma. Mixtures of these substances produced synergistic effects.

The main subject of this thesis is the identification of natural compour@singon crangon

On the one hand male and female of different age and molt stage were studied and the
identified substances were compared, on the other hand different body sections were
examined and the results were compared as well.

400 different substances have been identified, most of them for the first time described for this
species. The list of compounds comprises alkanes, alkenes, alcohols, adehyde, ketons,
carbonic acids, carbonic acid amides, esters, lactones, steroids, diketopiperazines, nucleosides
and amino acids. Four hydroxycarbonic acid amides and four macro cyclic lactones are new

natural products and haven not been described before.

The carbonic acid amides and especially the 3-hydroxyamides are characteristic compounds in
the extracts o€rangon crangon3-hydroxydecanoic acid amide is the major compound of the
homologous hydroxyamide. All of the 3-hydroxycarbonic acid amides have (S)-configuration.

This has been proved by stereoselective synthesis and enatioselective gaschromatography.
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(25,28,211)-(S)-hydroxytetradeca-5,8,11-tetradecanoic acid amide, (E)- and (2)-3-
hydroxydodec-5-enoicacidamide, 8-methyl-3-hydroxydecanoic acid amide, 9-methyl-3-
hydroxydecanoicacid amide and 4-methyl-3-hydroxydecanoic acid amide are new natural
products and have not been described in literature yet.

The gas chromatographic properties of the 3-hydroxycarbonicacidamide were improved by
developing a new microderivatisation method. These substances were converted to the
acetoxycarbonic acid nitriles, which exhibit characteristic mass spectra and excellent gas
chromatographic properties.

(25,28,711)- and (E5,Z8,Z11)-tetradeca-5,8,11-trienone were identified in the extracts of
Crangon crangon They seem to be characteristic for small shrimps. These described
substances are typical for the aroma of cooked small shrimps. In this thesis these substances
were found even in extracts of uncook€tfangon crangon Maybe they are alarm
pheromones.

9- and 10-octadecanolide and 9- and 10-hexadecanolide which could be identified in the
extracts of ripe unmolted female haven’t been described as natural products yet. They belong
to a group of macro cyclic lactones that have been found in some beetles and butterflies. Their
biological function is not completely classified.

The two first mentioned substances have been synthesised to use them as reference
compounds. They were obtained in acceptable yield, although these 10- and 11-mebered rings
are unfavourably generated.

The extracts of both sexes did not differ much regarding the main components, which being
mainly hydroxycarbonic acid amide, carbonic acid amide and fatty acids. But they varied in
the lesser concentrated components. As a result a number of unsaturated ketones and
aldehydes could be detected only in the extract of attractive female. They are possibly sexual
pheromones. The male extracts contained significant less unsaturated substances compared to
the female extracts. Macro cyclic lactones were found only in ripe unmolted female.

The examination of the middle of the bag of attractive female gave irreproducible results. This
could be the subject of further investigation.

The extracts of the different body sections showed very different patterns of substances, each
part (ovaries, mussels, antennal glands and cephalothorax) contained characteristic
compounds. The mussel had fatty acids as main substances and above all Diketopiperazines.
The antennal glands contained Urea and a number of amines. Typical for the cephalothorax

were hydroxycarbonic acid amides and some fatty acids. It is remarkable that nukleosides
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where found only and in high concentration in the ovaries. These compounds come in

guestion as sexual pheromones and are maybe of utmost importance.
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7 Experimenteller Tell

7.1 Allgemein

Die gaschromatographischen Analysen wurden mit Hilfe eines Gerates vom Typ Carlo Erba
Vega 2001 durchgefuhrt, das mit einem split/splitless Injektor ausgeristet war. Als

Trennsaulen wurden fused-silica Kapillaren von 30-50 m Lange verwendet, die mit unpolaren
DB-5- oder polaren FFAP-Trennphasen belegt waren. Als Tragergas dienten Helium oder

Wasserstoff. Die Detektion erfolgte durch einen Flammenionisationsdetektor.

Die Trennung optisch aktiver Verbindungen erfolgte auf 40 m Quarzkapillarsédulen, die mit

Heptakis-O-(6-TBDMS-2,3-methyl)-3-cyclodextrin belegt waren.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden an GC/MS-Kopplungen VG 70-70
und Fisons MD800 durch Electron Impact lonisation bei 70 eV durchgefiihrt. Die

Gaschromatographen waren entweder mit split/splitless-Injektor oder On-Column-Injektor
ausgestattet. Als Trennsaulen wurden fused-silica Kapillaren von 30-50 m Lange verwendet,
die mit unpolaren Trennphasen wie DB-5-, Optima-5 oder Phasen wie polarer FFAP-,

Innowax belegt waremls Tragergas diente Helium.

Die NMR-Spektren wurden an den Geraten AMX 400 (400 MHZ*#jr101 MHz fiir *C)

und DRX 500 (500 MHz fiifH und 125 MHz fiit°C) der Firma Bruker aufgenommen. Die
Angabe der chemischen Verschiebung erfolgt in ppm und wurde auf Tetramethylsilan als
innerem Standart bezogen (TM&s 0). Als Losemittel wurde CDgloder GDg verwendet.

Fur die Signalformen werden folgende Abklrzungen verwendet: s = Singulett, br.s = breites
Singulett, d = Duplett, t = Triplett, br. t = breites Triplett, g = Quartett, m = Multiplett und br.
m = breites Multiplett.

Die Bestimmung der Drehwerte optisch aktiver Verbindungen erfolgte mit einem Polarimeter

vom Typ Perkin-Elmer 243 in 10 cm Klvetten bei 589 nm oder 578 nm.
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Dunnschichtchromatographische Trennungen wurden auf Kieselgel-Folie der Firma Merck
60 F54 mit verschiedenen Laufmitteln durchgefihrt. Die Detektion erfolgte durch UV-
Absorption, Schwefelsdure/Methanol- oder Schwefelsaure/Methanol/Eisessig/Anisaldehyd-
Tauchreagenzien.

Die Synthesen mit hydrolyseempfindlichen Substanzen wurden in ausgeheizten Apparaturen
unter Stickstoff- oder Argonatmosphare durchgefiihrt. Die Chemikalien wurden von den
Firmen Merck, Aldrich, Acros, Fluka und Sigma bezogen, oder waren als Syntheseprodukte in
der Arbeitsgruppe vorhanden und wurden ohne weitere Aufarbeitung verwendet. Diethylether
wurde Uber Calziumhydroxid vorgetrocknet, tber Lithiumaluminiumhydrid destilliert und
Uber Molekularsieb gelagert. Dichlormethan wurde Uber Calziumhydrid getrocknet, destilliert
und ebenfalls tber Molekularsieb aufbewahrt. Andere Losemittel, die in wasserfreien Zustand
eingesetzt werden mufdten, waren kommerziell erhaltlich [168]. Pentan, Methanol und
Dichlormethan zur Extraktion der Naturproben wurden von der Firma Merck bezogen und
waren vom Reinheitsgrad der fir die organische Spurenanalytik geeignet (SupraSolv®).
Saulenchromatographische Trennungen wurden an Kieselgel 60 (70-230 mesh, ATM, Fa.
Merck) unter Normaldruck oder als Flash-Chromatographie an Kieselgel 60 (240-400 mesh,
ATM, Fa. Merck) mit verschiedenen Laufmitteln durchgefuhrt.

Die Videoaufnahmen wurden mit einer Infrarotkamera und Infrarotdioden der Firma Conrad

Elektronik durchgefihrt.

7.2 Gewinnung der Naturextrakte

7.2.1 Allgemein

Die Tiere wurden entweder von Elbfischern oder von der biologischen Anstalt Helgoland
lebend bezogen. Sie wurden in Aquariumsanlagen der Biologischen Anstalt Helgoland auf
Helgoland und auf Sylt in Becken mit sandigem Boden gehalten, die kontinuierlich mit
filtriertem Nordseewasser durchstromt wurden. Die Tiere wurden téaglich mit Miesmuscheln,
Stintfleisch oder Seeschnecken gefiittert.

Die Tiere, die im Institut fur Organische Chemie der Universitdt Hamburg gehalten wurden,
lebten in Aquarien, deren Boden ebenfalls mit Sand bedeckt war. Die Aquarien waren
zusatzlich mit einer Strétmungspumpe Aqua Power 300 und einem Kihler ausgestattet, der
mit einem Kryostaten verbunden war, und das Wasser bei einer Temperatur Vohié. C

Die Aquarien wurden kontinuierlich von einer Aquariumspumpe mit Luft durchstrémt, die

167



zuvor durch einen Biofilter, bestehend aus Kies und Sand, geleitet wurde.

Die Tiere wurden taglich mit tiefgefrorenen, roten Zuckmuckenlarven gefittert.

Die Anreicherung der Naturstoffe mit Festphasen (SPE) erfolgte mit einem Octadecyl-
Sorbens (@) der Firma Merck und einer Absaugapparatur der Firma J.T.Backer. Die
Gewebeproben wurden mit einem elektrischen Ultrathurax, mit flissigem Stickstoff gefroren
und gemorsert oder mit einem Handhomogenisator zerkleinert. Das Wasser, das zur
Extraktion der homogenisierten Gewebefraktionen verwendet wurde, stammte aus einer
Reinstwasseraufbereitungsanlage der Firma Micropore. Zum Zentrifugieren wurde ein Gerat

der Firma Eppendorf verwendet
7.2.2 Festphasenextraktion

Extraktion reifer geh&auteter Weibchen

Die gehéauteten Tiere wurden anhand der Exuvie in ihrem Becken erkannt und entnommen.
Zwei bis drei Tiere wurden gleichzeitig mit Hilfe eines Ultrathurax und 20 mL Wasser
homogenisiert. AnschlieBend wurden die festen Bestandteile abzentrifugiert und das Filtrat
durch eine Festphasenkartusche gesogen. Die Festphase wurde mit 20 mL Wasser gewaschen
und die Substanzen anschlieend zuerst mit 20 mL Methanol und dann mit 20 mL
Dichlormethan eluiert. Die Festphasenkartuschen wurden fur eine weitere Extraktion
wiederverwendet.

Auf diese Weise wurden insgesamt 13 Tiere extrahiert. Die Extrakte gleicher Losemittel

wurden vereinigt und auf einem Sandbad ayfilb@ingeengt.

Extraktion reifer ungehéauteter Weibchen
Die Extraktion erfolgte wie fur die reifen Weibchen beschrieben. Es wurden Extrakte von

25 Tieren hergestellt.

Extraktion unreifer gehéuteter Weibchen
Die Extraktion erfolgte wie fur die reifen Weibchen beschrieben. Es wurden Extrakte von

6 Tieren hergestellt.

Extraktion gehauteter Mannchen
Die Extraktion erfolgte, wie fur die reifen Weibchen beschrieben. Es wurden Extrakte von 4

Tieren hergestellt.
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7.3 Derivatisierung der Naturextrakte

7.3.1 Derivatisierung mit Dimethyldisulfid (DMDS)

10-20uL der methanolischen Festphasenextrakte wurden zur Trockne eingeengt und in
Pentan aufgenommen. Diese wurde dann mitpul50 Schwefelkohlenstoff, 5QL
Dimethyldisulfid und 5uL Jodlésung (60 mglin 1 mL Diethylether) versetzt und tGber Nacht

in einem gasdichten Schraubglaschen b&Ca&rwarmt. AnschlieBend wurden 3@0Pentan
zugegeben und das Uberschissige Jod mit 5Qd10Gtriumthiosulfatiésung (0,5 g in 10 mL

H,0) zerstort. Nach Zugabe einer Spatelspitze Natriumchlorid wurde die organische Phase

abgetrennt, in einen Kapillarkolben tberfuhrt und konzentriert [87].

7.3.2 Methylierung der Naturextrakte

10puL des Naturextraktes wurden mit il0 Diazomethanlbésung in Pentan versetzt und

anschlielRend konzentriert.

7.3.3 Silylierung der Naturextrakte

10uL Naturextrakt wurden mit 1-@L Bis-(trimethylsilyl)-acetamid versetzt und nach 30

min. Reaktionsdauer konzentriert.

7.3.4 Hydrierung der Naturextrakte

Zur Hydrierung wurde der Extrakt in 1-2 mL Pentan aufgenommen und zusammen mit
wenigen Milligramm 10% Palladium/Aktivkohle in ein mit Magnetrihrstabchen und
Septumdeckel versehenes 5 mL Schraubglaschen gegeben. AnschlieBend wurde das Glas bei
nicht vollstandig geschlossenem Deckel mit Hilfe einer durch das Septum gestochenen Nadel
zunachst mit Stickstoff und dann mit Wasserstoff gespult. Dann wurde der Deckel
geschlossen und der Extrakt bei einem Uberdruck von etwa 0,5 bar eine Stunde lang hydriert.
Nach Ende der Reaktion wurde die Losung durch Watte filtriert und in einem Kapillarkolben
bei 40C eingeengt.
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7.3.5 Acetylierung und Dehydratisierung der Naturextrakte

Es wurden 10-2QL des Naturextraktes zur Trockne eingeengt inupllOabsolutem
Dichlormethan aufgenommen und anschlieend mipull@bsolutem Pyridin und 10
absolutem Acetanhydrid versetzt. Der Derivatisierungsansatz wurde zwei Tage in einem
gasdichten Schraubglaschen bei°@0erwarmt. AnschlieRend wurden 10 mL Pentan
zugegeben und zweimal mit 50 mL Wasser gewaschen. Das Wasser wurde noch zweimal mit
je 1 mL Pentan extrahiert und die vereinigten Pentanextrakte in einem Kapillarkolben bei

40°C eingeengt.

7.4 Synthese der Vergleichssubstanzen

7.4.1 Darstellung von Octanséureamid

Es wurden 2 mL Octansaurechlorid (12 mmol) in ca. 30 mL Dichlormethan geldst und in die
Vorlage einer Destillationsapparatur gegeben. In den Destillationskolben wurden 250 mL
konzentrierter Ammoniak gefillt und unter geringer Erwarmung Ammoniak in die Vorlage
Uberdestilliert. Das Reaktionsgemisch wurde dabei mit Eiswasser gekihilt.

Nach etwa einer Stunde wurde die Reaktion abgebrochen und das Reaktionsgemisch uber

wenig Kieselgel filtriert. Das Lésemittel wurde abdestilliert und ein weil3er Feststoff erhalten.

Es wurden 1,431 g (10 mmol) Octansaureamid erhalten, entsprechend einer Ausbeute von
85,6%.

MS:
m/z (%): 41(15), 43 (11), 59 (100), 72 (36), 86 (11), 128 (0.15), 143 (0'X6 M

'H-NMR (400 MHz, CDC)):

& [ppm] = 0.88 (t, 3H, CH); 1.3 (M, 8H, CH): 1.65 (q, 2H, BH,): 2.24 (t, 2H, CH,): 5.5 (s,
2H, NH)
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7.4.2 Darstellung von Nonansaureamid

Die Darstellung von Nonansdureamid erfolgte wie unter 7.4.1 fur Octansaureamid
beschrieben.
Es wurden 29 (11,4 mmol) Nonansaurechlorid umgesetzt und 1,59 (9,5 mmol)

Nonansaureamid erhalten, was einer Ausbeute von 84% entspricht.

MS:
m/z (%): 41 (19), 43 (19), 44 (21), 55 (12), 59 (100), 72 (23), 86 (6), 100 (1), 114 (4), 128 (2),
142 (0.5), 157 (0.3, K}

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
5 [ppm] = 0.88 (t, 3H, Ch); 1.27 (m, 10H, Ch); 1.65 (quin, 2H, €H,); 2.24 (t, 2H, GH,);
5.5 (s, 2H, NH)

7.4.3 Darstellung von Decansaureamid

Die Darstellung von Decansaureamid erfolgte wie unter 7.4.1 fir Octansaureamid
beschrieben.
Es wurden 2g(10,5mmol) Decansaurechlorid umgesetzt und 1,2 g (7 mmol)

Decansaureamid erhalten, was einer Ausbeute von 66% entspricht.

MS:
m/z (%) : 39 (22), 41 (12), 44 (63), 55 (20), 59 (100), 72 (43), 86 (11), 114 (3), 128 (1),
142 (0.8), 171 (0.4 K)

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
S [ppm] = 0.81 (t, 3H, Ch); 1.20 (br. s, 12H, CH); 1.56 (quin, 2H, éH.);
2.19 (t, 2H, €Hy); 6 (br. s, 2H, Nk)

3C-NMR (100MHz, CDCJ):
& [ppm] = 14.50 (CH); 23.05 (CH); 25.90 (CH); 29.57 (CH); 29.65 (CH); 29.70 (CH);

29.81 (CH); 32.25 (CH); 36.08 (CH); 176.92 (CONH))

171



7.4.4 Darstellung von Dodecansaureamid

Die Darstellung von Dodecansédureamid erfolgte wie unter 7.4.1 fur Octansaureamid
beschrieben.
Es wurden 2g (9,8 mmol) Dodecanséaurechlorid umgesetzt und 1,49 (7,6 mmol)

Dodecansaureamid erhalten, was einer Ausbeute von 77% entspricht.

MS:
m/z (%): 41 (19), 43 (20), 44 (16), 55 (14), 59 (100), 72 (27), 86 (7), 100 (2), 114 (4), 128 (3),
156 (2), 199 (0.4 M)

'H-NMR (400 MHz, CDC}):
5 [ppm] = 0.88 (t, 3H, Ch), 1.27 (s, 16H, Ch); 1.66 (m, 2H, BH,); 2.27 (t, 2H, CH));
6 (br. s, 1H, NH)

7.4.5 Darstellung von (E)-3-Hexensaureamid

Es wurden 1,9 g (16,8 mmol) (E)-3-Hexensaure in 10 mL Dichlormethan geldst und mit
Eiswasser gekuhlt. Dann wurden 2,2 mL (16,8 mmol) Oxalylchlorid und eine Spatelspitze
Dimethylaminopyridin (DMAP) dazugegeben. Es wurden noch drei Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Dann wurde das Loésemittel vollstdandig am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Die Umsetzung zum Amid erfolgte wie unter 7.4.1 fir das Octansaureamid
beschrieben.

Es wurde 1g (8,9 mmol) (E)-3-Hexensaureamid erhalten, das entspricht einer Ausbeute von
53 %. Als Nebenprodukt entstand 1 % (E)-2-Hexensaureamid.

MS:

miz (%): 39 (40), 41 (100), 42 (49), 44 (91), 53 (12), 55 (78), 59 (80), 69 (12), 70 (16),
98 (11), 113 (21, M)
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'H-NMR (400 MHz, CDCY):
S [ppm] = 1.00 (t, 3H, CBh); 2.09 (quin, 2H, €H,); 2.95 (dd, 2H, éH,);
5.55 (m, 1H, J = 15,3 Hz, CH); 5.70 (m, 1H, J = 15,3 Hz, CH)

MS (E)-2-Hexensaureamid:
m/z (%): 39 (43), 40 (11), 41 (74), 42 (24), 43 (12), 44 (61), 53 (13), 55 (100), 56 (10),
59 (44), 68 (11), 69 (17), 70 (10), 72 (23), 81 (12), 85 (19), 97 (22), 98 (52), 11321, M

7.4.6 Darstellung von (E)-2-Octensaureamid

Es wurden 1,65 g (11,7 mmol) (E)-2-Octensaure in 10 mL Dichlormethan gelést und mit
Eiswasser gekihlt. Dann wurde 1 mL (11,7 mmol) Oxalylchlorid und eine Spatelspitze
Dimethylaminopyridin (DMAP) dazugegeben. Es wurden noch drei Stunden bei
Raumtemperatur gertuhrt. Dann wurde das Losemittel vollstandig am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Die Umsetzung zum Amid erfolgte wie unter 7.4.1 fur das Octansaureamid
beschrieben.

Es wurden 800 mg (5,7 mmol) (E)-2-Octensaureamid erhalten, das entspricht einer Ausbeute
von 48,5%.

MS:

m/z (%): 40 (11), 41 (71), 42 (22), 43 (25), 44 (54), 53 (15), 55 (100), 56 (22), 59 (79),
68 (21), 69 (21), 72 (59), 81 (14), 85 (17), 86 (15), 98 (72), 99 (10), 112 (12), 125 (5),
126 (5, M-15), 141 (1.5, M)

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
5 [ppm] = 0.89 (t, 3H, éH3): 1.3 (m, 4H, €"H.); 1.48 (m, 2H, €H));
2.25 (quin, 2H, ¢H,); 5.99 (d, 1H, J = 15,8 Hz,?B); 7.07 (m, 1H, J = 15,8 Hz,’A)

7.4.7 Darstellung vorrac.-2-Methylheptansaureamid (26)

Darstellung vonrac.-2-Methylheptansaure
Unter Schutzgasatmosphare wurden 0,27 g (11.1 mmol) Magnesium mit trockenem

Diethylether Uberschichtet. Dann wurden zwei Tropfen 1,2-Dibromethan und anschlie3end
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eine Losung von 2 g (11.17 mmol) 2-Bromheptan in 25 mL trockenem Diethylether dazu
getropft. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Ether nicht zu Sieden begann und das
Reaktionsgemisch gegebenenfalls mit einem Wasserbad gekuhlt.

Das Reaktionsgemisch wurde noch zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Dann wurde
der Ansatz auf 0°C gekiihlt. Uber eine Destillationsbriicke wurde anschlieRerai€€inem

mit Trockeneis geflllten und mit einem Trockeneis/Ethanol-Kaltebad gekihlten Kolben in
das Reaktionsgefal? geleitet. Es wurde noch zwei Stunden bei 0;@iQf@leitet. Dann

wurde das Reaktionsgemisch mit 10 mL einer 10%igen Salzsaurelésung hydrolysiert. Die
wassrige Phase wurde 2 x mit je 30 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit Wasser gewaschen und mit 25 mL 2N Natriumhydroxid-Lésung
extrahiert. Der alkalische Extrakt wurde mit Diethylether gewaschen und anschlielBend mit
10 mL konzentrierter Salzsaure angesauert. Dann wurde die saure Losung dreimal mit je
50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit NaCl-Losung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Magnesiumsulfat wurde abfiltriert und
das Losemittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.

Es wurden 540 mg (3.74 mmotpac.-2-Methylheptansdure erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 34%.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
& [ppm] = 0.89 (t, 3H, CH); 1.18 (d, J = 7.12 Hz, 3H, GH 1.23-1.37 (m, 6H, Ch); 1.38-
1.49 (m, 1H, GH,); 1.62-1.75 (m, 1H, ,); 2.46 (g, J = 7,12 Hz, 1H,%8)

Darstellung vonrac.-2-Methylheptansdureamid (26)

Die Umsetzung von 540 mg (3.74 mmol) 2-Methylheptadecansédure zum Amid erfolgte wie
unter 7.4.1 fur das Octansaureamid beschrieben.

Es wurden 270 mg (1.9 mmotac.-2-Methylheptansaureamid (26) erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 52 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
S [ppm] = 0.88 (t, 3H, Chk); 1.16 (d, 3H, CH); 1.30 (m, 8H, CH); 2.28 (sext, 1H, CH)
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MS .
m/z (%): 41 (24), 43 (16), 44 (19), 57 (12), 72 (16), 73 (100), 86 (23), 100 (5), 128 (2),
143 (0.3, M), 144 (0.3, M+1)

7.4.8 Darstellung vorrac.-3-Hydroxydecansaureamid (17)

Darstellung vonrac.-3-Hydroxydecans&aurenitril

Es wurden 34,5 mL (55 mmol) einer 1,6 molaren Lésung von n-Butyllithium in Hexan unter
Argon in 35 mL trockenem THF bei -78°C gelést. Dann wurden 2,6 mL (50 mmol)
Acetonitril in 50 mL THF dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde eine Stunde bei -78°C
geruhrt. Zu der entstandenen weil3en Suspension wurde eine Losung von 7,81 mL (50 mmol)
Octanal in 50 mL THF gegeben. Das Kaltebad wurde entfernt, die Losung 10 Minuten lang
weiter gerthrt und dann in eine Eiswasser-Salzsaure-Mischung gegeben (4,6 mL HCI 37%
bzw. 0,005 mol). Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit je 50 mL
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen, und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Anschliel3end
wurde das Losemittel im Vakuum abdestilliert.

Es wurden 7,45g (0,044 motxc.-3-Hydroxydecansaurenitril erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 88%

'H-NMR (400 MHz, CDCY):

& [ppm] = 0.88 (t, 3H, CH3); 1.30 (br. s, 10H, §H1.60 (m, 2H, Ch); 2.55 (m, 2H, Chi);
3.95 (m, 1H, CH)

13C-NMR (125 MHz, CDCJ):

& [ppm] = 13.61 (CH3); 22.16 (G 24.93 (CH); 25.15 (CH); 28.67 (CH); 28.82 (CH);

31.27 (CH); 36.13 (CH); 67.40 (CH); 117.23 (CN)

IR (cniY) = 3452 (OH); 2924/2855 (CH3/GH 2253 (CN); 1462 (CHCH3); 1415 (OH)

175



Darstellung vonrac.-3-Hydroxydecansaureamid (17)

Es wurden 4,9 mL einer 30% ,8,-Losung (44 mmol) mit 485 mL absolutem Ethanol
verdunnt. AnschlieBend wurden 7,45 g (44 mmol) 3-Hydroxydecansaurenitril dazugegeben
und eine Stunde gerthrt. AnschlieBend wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Es wurde ein weil3er Feststoff erhalten, der noch zu 30 % das Edukt enthielt. Das
Rohprodukt wurde durch HPLC an einer Kieselgelphase mit dem Laufmittelgemisch

Isopropanol und Heptan 1:1 getrennt.

Es wurden 3 mg (0,016 mmaixc.-3-Hydroxydecansaureamid (17) erhalten, das entspricht

einer Ausbeute von 0,036 %.

'H-NMR (400 MHz CDC}):
5[ppm]= 0.88(t,3H,J=7.1Hz,GH 1.30(br.s, 10H, Cy;  1.45 (m, 2H, Ch);
2.36 (dg, 2H, J = 15.26 Hz, GH3.23 (br, 1H, OH); 4.01 (m, 1H, CH)

3C-NMR (101 MHz CDC}):
& [ppm] = 13.64 (CH); 22.20 (CH); 25.06 (CH); 28.79 (CH); 29.05 (CH); 31.35 (CH);
36.45 (CH); 41.55 (CH); 68.04 (CHOH); 174.47 (CONM

MS .
m/z (%) : 39 (10), 41 (37), 42 (16), 43 (42), 44 (32), 55 (13), 59 (49), 112 (2), 126 (1), 129
(2), 140 (0.8), 152 (0.28), 169 (0.57,8), 186 (0.3, N+-1), 187 (0.03, M)

7.4.9 Darstellung von (S)-3-Hydroxydecansaureamid (17B)

Darstellung von (S)-1,2-Nonadiol

Es wurden 77 mL frisch destilliertes tert.-Butanol mit 87 mL Wasser versetzt. Unter Kiihlung
mit einem Eisbad wurden 3 mL (2,14 g/17,3 mmol) 1-Nonen und 2408AP-Mix
hinzugegeben [88]. Dann wurde die Reaktionslésung 19 Stunden im Eisbad geruhrt.

Danach wurde zu der weil3en, triiben Losung 26 g Natriumdisulfit gegeben. Hierbei kam es zu
einer leichten Gasentwicklung und die Losung wurde klar und braunlich. Diese wurde dreimal
mit je 30 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden fiinfmal

mit 1 M KOH gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das
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Losemittel am Rotationsverdampfer  abgetrennt. Das Rohprodukt  wurde

saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und Essigester im
Verhaltnis 5:1 gereinigt und anschlieend mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und
Essigester im Verhéltnis 1:5 von der Saule eluiert. Das Produkt wurde als weil3lich gelber

Feststoff erhalten.

Es wurden 2 g (12,48 mmol) (S)-1,2-Nonandiol erhalten, was einer Ausbeute von 72 %

entspricht.

Drehwert : p]p?°© = +15,6(c = 2.5 in CHG)

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
5 [ppm] = 0.88 (t, 3H, Ch); 1.24-1.35 (m 9H, ChJ; 1.38-1.48 (m, 3H, CHJ; 2.6 (br. s, 2H,
-OH); 3.45 (dd, 1H, CH); 3.64 (dd, 1H, GH3.67-3.73 (m, 1H, Ch)

Darstellung von (S)-1-(p-Tosyl)-nonan-2-ol

Es wurden 2 g (12,48 mmol) (S)-1,2-Nonandiol in 40 mL Pyridin geldst. Bei 0°C wurden
2,38 g (12,48 mmol) p-Toluolsulfonsaure hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde 5
Stunden bei 0°C geruhrt und Uber Nacht im Eisschrank aufbewabhrt.

Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionsldsung in mit verdinnter Salzsdure angesauertes
Eiswasser (pH 5) gegeben und mit 50 mL Diethylether versetzt. Die wassrige Phase wurde
viermal mit 100 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organische Phasen wurden zur
Entfernung des Pyridins viermal mit 100 mL Wasser und dreimal mit Kupfersulfat-Losung
gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden zweimal mit 100 mL Diethylether extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen uber Natriumsulfat getrocknet und das LOosemittel am
Rotationsverdampfer abdestilliert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit

einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und Essigester im Verhéltnis 1:1 gereinigt.

Es wurden 2,9 g (9,22 mmol) (S)-1-(p-Tosyl)-nonan-2-ol erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 74%.

Drehwert : f]p?°© = +4,41 (c = 3,2 in CHG)
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'H-NMR (400 MHz, CDCY):

5 [ppm] = 0.87 (t, 3H, Ch); 1.15-1.30 (m, 9H, Ch; 1.40-1.45 (m, 3H, C});
2.27 (br. s, 1H, -OH); 2.45 (s, 3H, @H3.86-3.79 (m, 1H, CHOH); 3.89 (dd, 1H, gH4.04
(dd, 1H, CH); 7.32 (m, 2H, CH); 7.75 (m, 2H, CH)

13C-NMR (125 MHz, CDGJ):

& [ppm] = 14.64 (CH); 22.05 (CH); 23.01 (CH); 25.24 (CH); 29.51 (CH); 29.61 (CH);
31.36 (CH); 32.05 (CH); 69.87 (CH); 74.43 (Ch); 128.31 (CH); 128.37 (CH); 130.34
(CH); 130.34 (CH)

Darstellung von (S)-3-Hydroxydecansaurenitril

Es wurden 1g(3.21 mmol) (S)-1-(p-Tosyl)-nonan-2-ol und 0,207 g (4.23 mmol)
Natriumcyanid in DMSO aufgenommen und bei Raumtemperatur vier Tage geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde danach auf Eiswasser gegossen und dreimal mit 50 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Trockenmittel wurde abfiltriert und das
Losemittel am  Rotationsverdampfer  abdestilliert. Das  Rohprodukt  wurde
saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und Essigester im

Verhaltnis 2:1 gereinigt.

Es wurden 350 mg (2.07 mmol) (3S)-3-Hydroxydecansaurenitril erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 64 %.

MS .

m/z (%) : 39 (43), 41 (100), 42 (77), 43 (80), 44 (28), 53 (10), 54 (59), 55 (27), 56 (51), 57
(52), 67 (15), 68 (14), 69 (86), 70 (33), 71 (10), 81 (11), 84 (25), 95 (12), 111 (5), 122 (5), 126
(3), 129 (2), 136 (1), 140 (0.8), 150 (0.5), 154 (0.1)
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Darstellung von (S)-3-Hydroxydecansaureamid (17B)
Die Darstellung erfolgte wie unter 7.4.8 fur die racemische Verbindung beschrieben.
Es wurden 3 mg (0,016 mmol) (S)-3-Hydroxydecansaureamid (17B) erhalten, das entspricht

einer Ausbeute von 0,7%.

Drehwert : fi]p?®“= +20,01° (c = 0,3 in CHE)

Die spektroskopischen Daten sind mit denen es-3-Hydroxydecansaureamid (7.4.8)

identisch.

7.4.10 Darstellung eines Rasters bestehend aus (S)-3-Hydroxyhexanséureamnad,-3-
Hydroxyoctansaureamid, (R)-3-Hydroxydecansaureamid A7A), (S)-3-

Hydroxydecansaureamid (17B) und (S)-3-Hydroxydodecansaureamid

Es wurden 4,3 mg (3S)-3-Hydroxyhexansaure, 4,2 m@c.-3-Hydroxyoctansaure,
3,4 mg (3S)-3-Hydroxydodecansaure, 2 mg (3R)-3-Hydroxydecansédure und 4 mg (3S)-3-
Hydroxy-decansaure eingewogen und wie unter 7.4.5 fir die Darstellung (3E)-3-

Hexensaureamid beschrieben, umgesetzt.

(S)-3-Hydroxyhexansaureamid

MS :

m/z (%) : 39 (23), 41 (52), 43 (62), 44 (63), 45 (34), 55(36), 56 (11), 59 (100), 71 (14),
88 (82), 98 (3), 99 (3), 113 (12,"M H,0), 131 (0.05, N), 132 (0.24, M+1)

Rac.3-Hydroxyoctanséaureamid

MS :

m/z (%) : 39 (23), 41 (52), 43 (62), 44 (63), 45 (34), 55 (36), 56 (11), 59 (100), 71 (14),
88 (82), 98(3), 99(3), 112(2), 126(1), 141 (1 MH,0), 142 (0.25), 158 (0.20),
159 (0.05, M), 160 (0.24, M +1)
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(S)- und (R)-3-Hydroxydecansaureamid (17B/A)

MS :

m/z (%) : 41 (30), 42 (11), 43 (30), 44 (24), 45 (14), 55 (19), 59 (67), 69 (11), 88 (100),
98 (3), 112 (2), 126 (1), 140 (1), 152 (0.25), 154 (0.20), 169 (0'4HND), 186 (0.21),

188 (0.45, M +1)

(S)-3-Hydroxydodecansaureamid

MS :

miz (%) : 41 (61), 42 (21), 43(62), 44 (35), 45 (20), 55 (36), 56 (11), 57 (17), 59 (91),
69 (12), 71 (12), 88 (100), 98 (3), 112 (2), 126 (1), 140 (1), 154 (1), 168 (1), 172 (0.3),
197 (0.4, M -H,0), 216 (0.3, M+1)

7.4.11 Darstellung von (5Z,8Z,11Zyac.-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaurenitril

Darstellung vonrac.-4-(2-Hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan

Es wurden 5,8 g (54,7 mmotpc.-Butan-1,2,4-triol unter Schutzgasatmosphare in 100 mL
trockenem Aceton geldst. AnschlieBend wurden 20 g (125 mmol) wasserfreies Kupfer(ll)-
sulfat und eine Spatelspitze Toluol-4-sulfonsaure-Monohydrat zugegeben. Daraufhin liel3 man
uber Nacht bei Raumtemperatur rihren.

Dann wurde eine Spatelspitze Kaliumcarbonat zu dem Reaktionsansatz gegeben und noch
20 min geruhrt. Das Carbonat wurde abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das zuriickbleibende braune Ol wurde im Olpumpenvakuum destilliert. Das

Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Es wurden 2,15 g (14.7 mmotac.4-(2-Hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan erhalten.

Das entspricht einer Ausbeute von 27%.
'H-NMR (400 MHz, CDC)):

6 [ppm] = 1.37 (s, 3H, Ch); 1.43 (s, 3H, Ch); 1.83(id, 2H, CH); 3.6 (dd, 1H, CHO);
3.80 (t, 2H, CH-OH); 4.1 (dd, 1H, CKO); 4.28 (m, 1H, CH-O)
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MS .
m/z (%) : 39 (12), 41 (29), 42 (19), 43 (100), 44 (4), 57 (4), 59 (14), 61 (5), 71 (42), 72 (19),
85 (4), 101 (4), 131 (22, M15)

Darstellung vonrac.-4-(Formylmethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan

Unter Schutzgas wurden 1,9 mL (1,5 eq. 21,6 mmol) Oxalylchlorid in 75 mL absolutem
Dichlormethan gelost, mit 3 g Natriumhydrogencarbonat versehen auf —80°C gekuhlt.
Anschlie3end versetzte man mit 3,1 mL (3 eq., 43,2 mmol) Dimethylsulfoxid (DMSO) und
lie3 15 Minuten ruhren.

Danach wurde eine Losung von 2,11 g (14,4 mmat)4-(Formylmethyl)-2,2-dimethyl-1,3-
dioxolan in 5 mL Dichlormethan zugetropft, wobei sich die Losung tribte. Man liel3 eine
Stunde bei —70°C ruhren und gab im Anschluss daran 12 mL (6 eq., 86,4 mmol) Triethylamin
zu, woraufhin sich der Reaktionsansatz gelb farbte. Danach liel3 man das Reaktionsgemisch
sich erwéarmen. Der Ansatz wurde mit 50 mL Petrolether (30/50) verdinnt und mit 100 mL
gesattigter Ammoniumchlorid-Losung neutralisiert. Die organische Phase wurde abgetrennt
und die wassrige Phase dreimal mit je 50 mL Petrolether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und abfiltriert. Das Losemittel
wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch
mit einem Laufmittelgemisch Petrolether und Essigester im Verhaltnis 5:1 gereinigt. Das
Produkt wurde als gelbes Ol erhalten.

Es wurden 500 mg (3,5 mmobac.-4-(Formylmethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan erhalten.

Das entspricht einer Ausbeute von 16 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
& [ppm] = 1.36 (s, 3H, CB); 1.42 (s, 3H, Ch); 2.65 (ddd, 1H, EH,); 2.85 (ddd, 1H, EH,);
3.59 (dd, 1H, €H,-0); 4.19 (dd, 1H, €H,-0O); 4.54 (quin, 1H, ¢H-0); 9.81 (t, 1H, HC=0)

Darstellung vonrac.-4-((22,52,82)-2,5,8-Undecatrienyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan

Unter Schutzgasatmosphare wurden 3 mL Nonadienyltriphenylphoshoniumbromid-L6sung
(0.486 mmol) auf —40°C gekult und mit 0,3 mL (0.486 mmol) n-Butyllithium deprotoniert.
Nach ca. 10 Minuten wurde eine Lésung von 50 mg (0.34 mraol¥-(Formylmethyl)-2,2-

dimethyl-1,3-dioxolan in 1 mL trockenem THF zugetropft. Nach 10 Minuten wurde das
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Kaltebad entfernt und der Ansatz bei Raumtemperatur eine Stunde gerthrt. Dann wurde die
Reaktion durch die Zugabe von wenig Wasser abgebrochen. Die wassrige Phase wurde
dreimal mit je 50 mL Petrolether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und anschliel3end tber Kieselgel filtriert.

Es wurden 60 mg (0.24 mmolyac.-4-((2Z,5Z,82)-2,5,8-Undecatrienyl)-2,2-dimethyl-1,3-

dioxolan erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 71%.

'H-NMR (400 MHz, CDC)):

& [ppm] = 0.98 (t, 3H, CH); 1.37 (s, 3H, Ch); 1.42 (s, 3H, Ch); 2.05 (quin, 2H, Ch);
2.31 (ddd, 1H, €H,); 2.43 (ddd, 1H, EH,); 2.82 (m, 4H, Ch); 3.54 (dd, 1H, EH,-0);
4.03 (dd, 1H, €H,-0); 4.14 (quin, 1H, H-0); 5.27-5.55 (m, 6H, HC=CH)

Darstellung vonrac.«(52,82,117)-5,8,11-Tetradecatrien-1,2-diol

Es wurden 60 mg (0.24 mmolyac.-4-((2Z,5Z,82)-2,5,8-Undecatrienyl)-2,2-dimethyl-1,3-
dioxolan in 2 mL Methanol und wenigen Tropfen Wasser gelost und mit Amberlite IR120
(stark sauer) zwei Nachte lang geruhrt. Dann wurde das Amberlite abfiltriert und das Filtrat
mit wenig NaHCQ-Losung versetzt und viermal mit je 30 mL Diethylether extrahiert.
Anschliel3end wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittelt abdestilliert. Es
wurde ein gelbes Ol erhalten.

Es wurden 50 mg (0.23 mmalac.-(5Z,8Z,112)-5,8,11-Tetradecatrien-1,2-diol erhalten. Das
enspricht einer Ausbeute von 99%.

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

Darstellung vonrac.«57,82,117)-2-Hydroxytetradeca-5,8,11-trienyl-1-toluylsulfonoat

Unter Schutzgasatmosphére wurden 50 mg (0.23 mm&y.«(52,82,112)-5,8,11-
Tetradecatrien-1,2-diol in 3 mL absolutem Pyridin gelést und im Eisbad gekunhlt.
AnschlieBend wurden 68 mg (1,5eq.) p-Toluolsulfonsaurechlorid hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde 12 Stunden bei 0°C geruhrt und anschlieRend mit Wasser versetzt.
Die wassrige Losung wurde dreimal mit je 10 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tUber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Produkt wurde als oranges
Ol erhalten.

Es wurden 80 mg (0.22 mmol) (5Z,8Z,11Ak.-2-Hydroxytetradeca-5,8,11-trienyl-1-p-

tosylat erhalten. Das entspricht einer Ausbeute 96%.
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MS :

m/z (%) : 39 (71), 40 (11), 41 (100), 42 (13), 43 (23), 53 (28), 54 (11), 55 (39), 65 (24),
66 (15), 67 (68), 69 (12), 77 (55), 78 (26), 79 (95), 80 (19), 81 (15), 91 (77), 92 (16), 93 (25),
95 (26), 105 (34), 117 (15), 119 (11), 131 (8), 133 (4), 145 (4), 161 (2)

Darstellung vonrac.«(5Z,8Z,117)-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaurenitril

Es wurden 80 mg (0.22 mmol) (5Z,8Z,11Ak.-2-Hydroxytetradeca-5,8,11-trienyl-1-p-
tosylat in 3 mL absolutem DMSO geldst und mit 18 mg (0.44 mmol) Natriumcyanid versetzt.
Nach 90 Stunden wurde mit Eiswasser hydrolysiert und dreimal mit Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und tber
Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlielend wurde das Losemittel abdestilliert. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether
und Essigester im Verhaltnis 4:1 gereinigt.

Es wurden 5,5 mg (0.025 mmol) (5Z,8Z,113}.-3-Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaurenitril
erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 11%. 7,5 mg (0.021 mmol) des Eduktes konnten
ebenfalls zuriickgewonnen werden.

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte nach der Acetylierung des (5Z,8ad.1%)-
Hydroxytetradeca-5,8,11-triensaurenitrii  zum (5Z,8Z,16)-3-Acetoxytetradeca-5,8,11-

triensaurenitril. Die Acetylierung erfolgte wie unter 1.3.5 beschrieben.

'H-NMR (400 MHz, CDC})

& [ppm] = 0.98 (t, 3H, &Hy); 2.07 (quin, 2H, EH,); 2.43 (ddd, 2H, ¢H,);
2.55 (dd, 2H, éH.); 2.84 (m, 4H, &*H)):; 3.99 (quin, 2H, CH-OH); 5.27-
5.48 (m, 5H, HC=CH); 5.65 (m, 1H, =CH)

IR :
cm? (%) : 3452 (37 OH); 3012 (28 HC=CH);2964/2931/2875 (24/32/43 CTH});
2252 (68 CN); 1417 (49 GHCH3); 1070 (31)

MS ((5Z,8Z,11Z)rac.-3-Acetoxytetradeca-5,8,11-triensaurenitril):

m/z (%) : 39 (17), 41 (30), 43 (100), 53 (10), 55 (11), 67 (27), 77 (17), 79 (40), 91 (30),
93 (14), 95 (40), 105 (25), 117 (14), 131 (6), 132 (7), 144 (8), 145 (7), 158 (4), 161 (2),
172 (4), 201 (4, N+60), 261 (0.2, M)
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7.4.12 Darstellung von (5Z,8Z,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on (28)

Darstellung von 2-Methyl-2-(3-butenyl)-1,3-dioxolan

Es wurden 480 mg (10 mmol) 5-Hexen-2-on und 1,93 g (31.1 mmol) Ethandiol in 50 mL
Benzol gelost und mit einer Spatelspitze p-Toluolsulfonsdure versehen. Die Lésung wurde
8 Stunden am Wasserabscheider unter Ruckflul3 erhitzt. Der Reaktionsansatz wurde abgekuihlt
und zweimal mit 10 mL 1 N NaOH-Losung und zweimal mit gesattigter NaCl-Losung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde im
Wasserstrahlvakuum abdestiliert und das Produkt als klare Flussigkeit erhalten.

Es wurden 800 mg (5,6 mmol) 2-Methyl-2-(3-butenyl)-1,3-dioxolan erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 56%.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
5 [ppm] = 1.33(s, 3H, CH); 1.74 (dt, 2H, Ch); 2.15 (m, 2H, Ch); 3.94 (d, 4H, Ch);
4.99 (dd, 2H, =Ch); 5.40 (m, 1H, CH)

Darstellung von 2-Methyl-2-propionyl-1,3-dioxolan

Es wurden 100 mg NaHGON einem Losemittelgemisch aus Dichlormethan und Methanol

im Verhaltnis 3:1 suspendiert und 670 mg (4,7 mmol) 2-Methyl-2-(3-butenyl)-1,3-dioxolan
darin gel6st. AnschlieBend wurde die Losung auf —75°C abgekuhlt. Dann wurde 20 Minuten
lang Ozon und Sauerstoff aus einem Ozonisator durch die Lésung geleitet, bis es zu einer
leichten Blaufarbung der Losung kam. Die Ozonolyse wurde durch die Zugabe von
438 mg(7.8 mmol) Dimethylsulfid beendet. Die Reaktionsldsung wurde noch zwei Stunden
bei —75°C weitergerihrt und dann auf —10°C erwarmt. Es wurde dann noch zwei Stunden mit
Eis-Kochsalzkihlung geruhrt. Das Kaltebad wurde entfernt, und der auf Raumtemeratur
erwarmte Ansatz am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und Essigester im
Verhéltnis 6,5:1 gereinigt.

Es wurden 300 mg (2.1 mmol) 2-Methyl-2-propionyl-1,3-dioxolan erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 45%.
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13C-NMR (126 MHz, GDs):
& [ppm] = 24.39 (CH); 29.49 (CH); 34.55 (CH); 64.99 (CH); 180.12 (&); 200.76 (C=0)

'H-NMR (400 MHz, GDg):
§[ppm] = 1.22(s,3H,Ch; 2.05(t, 1H, CH); 2.13(dt, 2H, Ch); 2.42 (t, 1H, CH);
3.52 (s, 4H, Ch); 9.46 (s, 1H, HC=0)

MS .
m/z (%): 43 (100), 55 (10), 85 (17), 87 (58), 129 (16), 145 (0.041M

Darstellung von (5Z,8Z,117)-2-Methyl-2-tetradeca-5,8,11-trienyl-1,3-dioxolan

Unter Schutzgasatmosphare wurden 3 mL (0.48 mmol) einer 0,162 molaren Lésung von Z,Z-
3,6-Nonadienyltriphenylphosphoniumbromid in THF mit 5 mL trockenem THF gel6st und auf
—30°C gekuhlt. Dann wurden (0.48 mmol) Bisnatriumtrimethylsilylamid hinzugegeben.
AnschlieRend wurden 60 mg (0.48 mmol) 2-Methyl-2-propionyl-1,3-dioxolan, in trockenem
THF gelost, dazugetropft. Nach finf Minuten Ruhren wurde das Kéltebad entfernt und noch
eine Stunde gerihrt. Danach wurde das gleiche Volumen Wasser hinzugegeben und die
wassrige Losung dreimal mit je 5 mL eines Gemisches aus Diethylether und Petrolether im
Verhaltnis 1:2 extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit NaCl-Losung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde abdestilliert und das
Rohprodukt s&ulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und
Essigester im Verhaltnis 9:1 gereinigt.

Es wurden 64 mg (0.256 mmol) (5Z,8Z,117)-2-Methyl-2-tetradeca-5,8,11-trienyl-1,3-

dioxolan erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 53%.

13C-NMR (101, MHz, GDg):

5 [ppm] = 14.81 (CH); 21.26 (C'H,); 22.89 (BH,); 24.48 (C H,); 26.29 (C*¥H,);
39.95 (CH,); 65.08 (C™H,); 127.96 (CH); 128.89 (CH); 128.32 (CH); 129.05 (CH);
130.06 (CH); 132.43 (CH)
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'H-NMR (400, MHz, GDé):

& [ppm] = 0.75 (t, 3H, EHa); 1.14 (s, 3H, EHy); 1.61 (dt, 2H, EH,);
1.86 (sext, 2H, &H,); 3.23 (m, 2H, EH); 2.70 (dt, 4H, Ch); 3.35 (s, 4H, ¢&°H,); 5.24-
5.36 (m, 6H, HC=CH)

Darstellung von (52,82,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on (28)

Es wurden 64 mg (0.256 mmol) 2-Methyl-2-tetradeca-(5Z,82,117)-5,8,11-trienyl-1,3-
dioxolan in einem Gemisch aus 2 mL Diethylether und 2 mL THF gel6st und 2 mL 2,4 N HCI
dazugegeben und 48 Stunden lang geruhrt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit
gesattigter NaHC@LOsung gewaschen. Die Waschlésung wurde zweimal mit 10 mL
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde abdestilliert
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether
und Essigester im Verhaltnis 10:1 gereinigt.

Es wurden 33 mg (0.16 mmol) (5Z,8Z,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on (28) erhalten. Das

entspricht einer Ausbeute von 63%.

'H-NMR (400 MHz CDC}):
& [ppm] = 0.97 (t, 3H, &Hs); 2.07 (m, 2H, H.); 2.14 (s, 3H, &Hs); 2.34 (m, 2H, ¢H.);
2.49 (t, 2H, CH,); 2.81 (quin, 4H, €¢*H,); 5.29-5.42 (m, 6H, HC=CH)

13C-NMR (101 MHz CDC)):

§[ppm] = 14.67 (B'Hs); 20.96 (CH); 22.07 (CH); 25.94 (2xCH); 30.37 (CHy);
43.86 (CH); 127.40 (CH); 128.24 (CH); 128.55(CH); 129.04 (CH); 129.51 (CH);
132.48 (CH)

MS :

m/z (%) : 39 (14), 41 (34), 43 (100), 55 (15), 67 (27), 79 (69), 80 (19), 81 (10), 91 (28),
92 (15), 93 (16), 95 (14), 105 (17), 119 (13), 133 (4), 148 (12), 159 (2), 163 (1), 173 (1),
191 (0.11, M-15), 206 (0.03, M)
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7.4.13 Darstellung von (52,8Z,117)- und (5E,8Z,117)-Tetradecatrien-2-on (28,27)
Darstellung von (5Z,8Z,117)-2-Methyl-2-tetradeca-5,8,11-trienyl-1,3-dioxolan und 2-
Methyl-2-tetradeca-(5E,82,117)-5,8,11-trienyl-1,3-dioxolan

Es wurden 2mL (0.32 mmpl einer 0,162 molaren Lésung von Z,Z-3,6-
Nonadienyltriphenylposphoniumbromid unter Schutzgasatmosphére in 2 mL THF gel6st und
auf —30°C gekuhlt. Danach wurden 0,2 mL (0.324 mmol) einer 1,6 molaren n-Butyllithium-
Losung in Hexan hizugegeben. Dann wurden 20,2 mg (0.14 mmol) Methyl-2-propionyl-1,3-
dioxolan in 2 mL absolutem THF gelost und zu dem Reaktionsgemisch gegeben. Nach
5 Minuten Rihren wurde das Kéltebad entfernt und noch eine Stunde gerthrt. Danach wurde
das gleiche Volumen Wasser hinzugegeben und die wassrige Losung dreimal mit je 5 mL
eines Gemisches aus Diethylether und Petrolether im Verhaltnis 1:2 extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit NaCl-Lésung gewaschen und uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde abdestilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und Essigester im
Verhaltnis 9:1 gereinigt.

Es wurden 41,6 mg (0.17 mmol)(5Z,8Z,11Z}2-Methyl-2-tetradeca-5,8,11-trienyl-1,3-
dioxolan und 2-Methyl-2-tetradeca-(5E,8Z,1127)-5,8,11-trienyl-1,3-dioxolan im Verhaltnis 9:1
erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 53%. Das Verhaltnis wurde anhand der
Signalflachen der Substanzen im Gaschromatogramm ermittelt.

Die spektroskopischen Daten waren identisch mit denen unter 7.4.12

Darstellung von (52,87,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on (28) und (5E,87,117)-5,8,11-
Tetradecatrien-2-on (27)

Es wurden 41,6 mg(0.17 mmol) (5Z,8Z,117)-2-Methyl-2-tetradeca-5,8,11-trienyl-1,3-
dioxolan und 2-Methyl-2-tetradeca-(5E,8Z,1127)-5,8,11-trienyl-1,3-dioxolan im Verhaltnis 9:1

in einem Gemisch aus 2 mL Diethylether und 2 mL THF gelost. Dann wurden 2 mL
2,4 N HCI dazugegeben und 48 Stunden gerthrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch
mit geséattigter NaHC@LOsung gewaschen. Die Waschlosung wurde zweimal mit 10 mL
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde abdestilliert
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether

und Essigester im Verhaltnis 10:1 gereinigt.
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Es wurden 29 mg (0.14 mmol) (5Z,82,112)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on (28) und (5E,82,117)-
5,8,11-Tetradecatrien-2-on (27) im Verhaltnis 9:1 erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von
85%.

Die spektroskopischen Daten waren identisch mit denen unter 7.4.12. Das Verhéltnis der
beiden Stereoisomere wurde auf einer FFAP-Phase anhand der Signalflachen der Substanzen
im Gaschromatogramm gemessen ermittelt. Das (5Z,8Z,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-on (28)
eluierte aufgrund seiner geringeren Polaritat vor dem (5E,827,117)-5,8,11-Tetradecatrien-2-
on (27).

7.4.14 Darstellung von (3E,5E)-3,5-Octadien-2-on (33)

Darstellung von (3E,5E)-3,5-Octadien-2-ol

Unter Schutzgasatmosphare wurden 873 mg (7.9 mmol) (2E,4E)-2,4-Heptadienal (32) in
30 mL trockenem THF gelost. Der Ansatz wurde in einem Kaltebad aus Ethanol mit
flissigem Stickstoff auf —78°C gekuhlt. Dann wurden 6 mL (9.9 mmol) einer 5%igen
Methyllithium-LOosung in  Hexan langsam dazugetropft. Nach Beendung der
Methyllithiumzugabe wurde das Kaltebad entfernt und das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur eine Stunde gerthrt. Dann wurde der Ansatz mit Eiswasser hydrolysiert.
Nachdem sich kein Gas mehr entwickelte, wurde 5 mL Wasser hinzugegeben und weitere
10 min geruhrt. Die wassrige Losung wurde dreimal mit je 10 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert und
das Produkt als hellgelbes Ol erhalten.

Es wurden 880 mg (6.99 mmol) (3E,5E)-3,5-Octadien-2-ol erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 88%.
'H-NMR (400 MHz, CDC)):

& [ppm] = 1.01 (t, 3H, Ch); 1.28 (d, 3H, CH); 2.10 (m, 2H, Ch); 4.33 (m, 1H, CH);
5.63 (M, 1H, CH); 5.75 (m, 1H, CH); 6.01 (m, 1H, CH); 6.18 (m, 1H, CH)
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MS :

m/z (%) : 39 (40), 41 (50), 43 (100), 45 (14), 51 (10), 53 (16), 55 (41), 67 (28), 68 (41),
69 (21), 77 (18), 79 (17), 81 (12), 83(12), 91 (13), 97 (3728), 108 (13, M-18),

111 (13, M-15), 126 (27, M)

Darstellung von (3E,5E)-3,5-Octadien-2-on (33)

Unter Schutzgas wurden 860 mg (6.7 mmol) (3E,5E)-3,5-Octadien-2-ol in 70 mL trockenem
Dichlormethan gelést und mit 11,7 g (135 mmol) Mangandioxid versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde 24 Stunden geruhrt. AnschlieBend wurden die entstandenen
Mangansalze Uber Kieselgel abfiltriert und das Losemittel am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch

aus Petrolether und Essigester im Verhaltnis 50:4 gereinigt.

Es wurden 402 mg (3.2 mmol) (3E,5E)-3,5-Octadien-2-on (33) erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 47,5%.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
S [ppm] = 1.05 (t, 3H, Ch); 1.22 (quin, 2H, CH); 2.27 (s, 3H, Ck); 6.07 (d, 1H, CH);
6.24 (m, 2H, CH); 7.12 (dd, 1H, CH)

MS :
m/z (%) : 39 (28), 41 (22), 43 (53), 45 (14), 53 (21), 79 (39), 81 (60), 95 (1°RYM
109 (13, M-15), 124 (20, M)

7.4.15 Darstellung vorrac.-9-Octadecanolid (37)

Darstellung vonrac.-9-Hydroxyoctadecansauremethylester

Unter Schutzgasatmosphére wurden 2,5 g (13.8 mmol) 8-Formyloctansauremethylester in
120 mL trockenem THF gelost und auf —15°C gekuhlt. Separat wurden 499 mg (20,7 mmol)
Magnesiumspane gegeben und im Vakuum ausgeheizt. Das Magnesium wurde anschliel3end
unter Schutzgasatmosphare mit 7 mL trockenem THF {berschichtet und zwei Tropfen 1,2-
Dibromethan zugegeben. Im Anschluf? wurde eine Losung von 4,32 g (20.82 mmol) 1-

Bromnonan in 2 mL THF zu dem Ansatz getropft, der mit einem Bad aus kaltem Wasser
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gekuhlt wurde. Die durch ausgefallenes Grinardreagenz tribe Losung wurde mit 40 mL
trockenem THF aufgefullt und dann zu der gekihlten Losung des Aldehyds getropft. Nach 20
Minuten wurde das Kaltebad entfernt und noch 20 Minuten bei 0°C geruhrt. Dann wurde das
Reaktionsgemisch auf Eiswasser gegossen und myCNttutralisiert. Die wassrige Losung
wurde dreimal mit Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit NacCl-
Losung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde abdestilliert
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether

und Essigester im Verhaltnis 6:1 gereinigt.

Es wurden 1,27 g (4.18 mmobac.-9-Hydroxyoctadecansauremethylester. Das entspricht

einer Ausbeute von 30 %

MS :

m/z (%) : 41 (51), 42 (13), 43 (63), 55(72), 57 (29), 67 (22), 74 (39), 81 (12), 83 (42),
87 (100), 97 (24), 98 (13), 101 (19), 109 (32), 115(37), 129 (6), 155 (60), 187 (21),
246 (0,57, M-18, -32), 265 (0.83), 281 (0.14), 283 (0.10-31)

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
5 [ppm] = 0.88 (t, 3H, EHy); 1.28 (br. m, 24H, C}; 1.60 (m, 4H, &H,);
2.31 (t, 2H, GH,); 3.60 (m, 1H, €H); 3.67 (s, 3H, EH5)

Darstellung vonrac.-9-Hydroxyoctadecansaure

Es wurden 1,27 g (4.18 mmobBc.-9-Hydroxyoctadecansauremethylester in 30 mL Methanol
gelést und mit 10 % KOH-Lo6sung versetzt. Der Reaktionsansatz wurde eine 1,5 Stunden
unter Rickflu® erhitzt und auf Wasser gegossen. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit je
30 mL Diethylether gewaschen und mit 30 mL einer 10 %-igen HCI-L6sung angesauert. Die
saure LOsung wurde dreimal mit je 30 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde abdestilliert und das Produkt als weil3er
Feststoff erhalten.

Es wurden 531 mg (1,77 mmaBc.-9-Hydroxyoctadecanséure erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 43 %.
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'H-NMR (400 MHz, CDCY):
& [ppm] = 0.88 (t, 3H, &Ha); 1.28 (br. s, 24H, C; 1.64 (br. t, 4H, &H,);
2.34 (t, 2H, GH,); 3.59 (m, 1H, €H)

Darstellung vonrac.-9-Octadecanolid (37)

Unter Schutzgas wurden 416 mg (1,39 mmadt).-9-Hydroxyoctadecanséaure in 2 mL Benzol
gelost und mit 398 mg (1,80 mmol) Dipyridinyldisulfid und 474 mg (1,80 mmol)
Triphenylphosphin versetzt. Die gelbe Losung wurde eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt
und mit 200 mL Benzol verdinnt. Es wurden 3 g Agt@,0 in 10 mL Toluol gel6st und

bis auf 3 mL eingeengt. Die AgCihosung wurde mit 200 mL Benzol verdiinnt und unter
Schutzgas zum Sieden gebracht. Dann wurde die Lésung der aktivierten Hydroxysaure tber
den RuckfluZkihler mit einer Geschwindigkeit von ca. @0pro Minute zu der siedenden
Silberperchloratlésung getropft. Nach Beendigung der Zugabe wurde die Reaktionslésung
noch eine Stunde unter Ruckflul3 erhitzt. Dann wurde das Losemittel abdestilliert, und das
Reaktionsgemisch dreimal mit je 10 mL Hexan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losemittel wurde abdestilliert und das Produkt als gelbes Ol erhalten.

Es wurden 7 mg (0.025 mmaic.-9-Octadecanolid erhalten. Das entspricht einer Ausbeute

von 2 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):

S [ppm] = 0.88 (t, 3H, EHa); 1.28 (br. s, 24H, C}J; 1.44-1.48 (m, 2H, €H,);
2.00 (m, 1H, éH,); 2.20 (hept, 1H, &1,); 2.33 (m, 1H, ¢&H,);  2.50 (ddd, 1H, éH.);
4.89 (m, 1H, GH)

MS .

m/z (%) : 41 (61), 42 (19), 43 (75), 55 (75), 56 (28), 57 (49), 68 (24), 69 (56), 70 (37),
71 (27), 82 (37), 83 (64), 84 (39), 85(15), 96 (12), 97 (56), 98 (100), 99 (10), 109 (12),
111 (28), 127 (43), 155 (16), 264 (4,48), 282 (0.30, M)
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7.4.16 Darstellung vorrac.-10-Octadecanolid (38)

Darstellung vonrac.-10,11-Epoxyundecansaureethylester

Zu einer im Eisbad gekihlten Losung von 3,0 g (14 mmol) 10-Undecensaureethylester in
100 mL Dichlormethan und 20 mL einer 10 %igen Natriumhydrogencarbonatlésung wurden
2 Aquivalente 9,7 g (28 mmol) einer 80 %igen m-Chlorperbenzoesaure gegeben. Nach
2,5 Stunden wurden nochmal 2 Spatelspitzen m-Chlorperbenzoesaure hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde dann 3 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde
die organische Phase abgetrennt und erst mit 50 mL gesattigter Nald&ahg, und
anschlieBend mit 50 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Das
Produkt wurde als farblose Flussigkeit erhalten.

Es wurden 3,1 g (13,6 mmotac.-10,11-Epoxyundecansaureethylester. Das entspricht einer

Ausbeute von 97 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):

s [ppm]= 1.26(t,3H, CH; 1.29-1.32(m, 6H, Cp); 1.41-1.55(m, 4H, Cp); 1.57-
1.67 (m, 2H, CH,); 2.29 (t, 2H, GH,); 2.47 (dt, 1H, &'H,); 2.75 (t, 1H, E'H,); 2.87-
2.95 (m, 1H, ¢°H); 4.13 (g, 2H, EH,)

Darstellung von 9-Formylnonansaureethylester

Zu einer Losung von 3 g (13 mmatic.-10,11-Epoxyundecanséaure in 100 mL Diethylether
wurden 2 Aquivalente 6,7 g (29 mmol) Periodsdure gegeben. Dabei farbte sich die Losung
weil3 und wurde trib. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Stunden bei Raumtemperatur gerahrt.
Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung mit 300 mL 2N Natronlauge neutralisiert.
Die organische Phase wurde abgetrennt und dreimal mit 50 mL Wasser gewaschen. Dann
wurde die organische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsemittel wurde am
Rotationsverdampfer abdestilliert. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch mit
einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und Essigester im Verhaltnis 10:1 gereinigt.

Es wurden 1,2 g (5.65 mmol) 9-Formylnonansaureethylester erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 43 %.
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'H-NMR (400 MHz, CDCY):
S [ppm] = 1.26 (t, 3H, EHy); 1.29-1.33 (m, 10H, C§); 1.58-1.67 (m, 2H, t.):
2.29 (t, 2H, GHy); 2.42 (dt, 2H, €H,); 4.13 (q, 2H, EH,); 9.76 (t, 1H, ¢°H)

Darstellung vonrac.-10-Hydroxyoctadecansaureethylester

Die Synthese erfolgte, wie unter 7.4.15 fur dew.-9-Hydroxyoctadecansauremethylester
beschrieben. Es wurden 1,829 (9,42 mmol) 1-Bromoctan mit 226 mg (9,42 mmol)
Magnesiumspanen zum Grinardreagenz umgesetzt und mit 1,21 g (5,65 mmol)
Decansaureethylesteraldehyd gekuppelt.

Es wurde 1g (3 mmolyac.-10-Hydroxyoctadecansaureethylester erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 53 %.

MS :

miz (%) : 41 (52), 42 (12), 43 (50), 55 (83), 57 (40), 67 (25), 69 (53), 70 (13), 71 (13),
73 (17), 81 (30), 85 (10), 88 (57), 97 (17), 98 (11), 101 (78), 115 (13), 123 (10), 143 (31),
157 (24), 169 (100), 170 (10), 186 (30), 264 (2;18 -46), 283 (2), 328 (0.01, W

'H-NMR (400 MHz, CDCY):

& [ppm] = 0.88 (t, 3H, &Hy); 1.26 (t, 3H, €Hy); 1.29 (br. m, 16H, Ch);
1.43 (br. m, 6H, €%*H,): 1.60 (m, 4H, E*'H,): 2.29 (t, 2H, GH,); 3.58 (m, 1H, ¢°H);
4.14 (g, 3H, &H,)

Darstellung vonrac.-10-Hydroxyoctadecansaure

Es wurde 1 g (3 mmoljac.-10-Hydroxyoctadecansaureethylester in 30 mL Ethanol geldst,
mit 3 mL 10 %iger KOH-L6sung versetzt und 5 Stunden unter Ruckflu3 erhitzt. AnschlieRend
wurde das Reaktionsgemisch auf Wasser gegossen und mit Diethylether gewaschen. Die
wassrige Phase wurde mit 1 mL konzentrierter Salzsaure angesauert und dreimal mit je 30 mL
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NacCl-
Losung gewaschen (dber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsemittel am
Rotationsverdampfer entfernt.

Es wurden 430 mg (1,43 mma§c.-10-Hydroxyoctadecansaure erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 25 %.
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'H-NMR (400 MHz, CDC)):
5 [ppm] = 0.88 (t, 3H, ¢H5); 1.28 (br. s, 24H, CH; 1.64 (br. t, 4H, E1'H,);
2.34 (t, 2H, GH,); 3.59 (m, 1H, ¢°H)

Darstellung vonrac.-10-Octadecanolid (38)

Die Synthese wurde wie unter 7.4.15 fir da.-9-Octadecanolid (37) beschrieben,
durchgefihrt. Es wurden 430 mg (1.43 mnmral).-10-Hydroxyoctadecansaure eingesetzt.

Es wurden 10 mg (0,04 mmotac.-10-Octadecanolid (38) erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 3 %.

'H-NMR (400 MHz, CDC}):

§[ppm] =  0.88(t, 3H, EHy); 1.28 (br. s, 24H, CH; 1.44-1.48 (m, 2H, EH,);
2.00 (m, 1H, GH,); 2.20 (hept, 1H, &1,); 2.33 (m, 1H, éH,); 2.50 (ddd, 1H, éH.);
4.88 (m, 1H, &H)

MS .

miz (%) : 41 (72), 42 (15), 43 (42), 54 (10), 55 (69), 56 (19), 57 (21), 67 (36), 68 (23),
69 (49), 70 (22), 71 (22), 73 (26), 79 (20), 81 (66), 82 (27), 83 (40), 84 (36), 85 (12), 93 (19),
94 (22), 95 (24), 96 (18), 97 (39), 98 (100), 107 (17), 109 (10), 110 (15), 111 (38), 112 (18),
123 (11), 141 (26), 169 (19), 221 (3), 264 (5-M8), 282 (0.9, M)

7.4.17 Darstellung von L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin (44)

Darstellung von L-Phenylalaninmethylester

2,6 g (16 mmol) Phenylalanin und 1,2 mL (20 mmol) Thionylchlorid wurden in 20 mL
Methanol geldst und eine Stunde unter Ruckflufd erhitzt. Anschlielend wurde das Losemittel
am Rotationsverdampfer abdestilliert. Das Hydrochlorid des Phenylalaninmethylesters wurde
als weil3er Feststoff erhalten, mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung versetzt und
dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
gesattigter NaCl-Lésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt.

Es wurden 2,5 g (14 mmol) Phenylalaninmethylester erhalten. Das entspricht einer Ausbeute

von 90 %.
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'H-NMR-NMR (400 MHz, CDCY):
& [ppm] = 3.10 (dd, 1H, &1,); 3.33 (dd, 1H, éH.); 3.94 (s, 3H, &Hz); 3.98 (dd, 1H, éH);
7.40-7.56 (m, 5H, CH)

Darstellung von L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-L-phenylalaninmethylester

Zu einer Loésung von 3,7 g (14 mmol) L-N-Benzylcarbonylprolin und 2,5 g (14 mmol)
Phenylalaninmethylester in 70 mL Dichlormethan wurden in kleinen Portionen
3,3 g (15 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) hinzugefugt. Der Reaktionsansatz wurde
eine Stunde lang geruhrt. Dann wurden 2 mL Eisessig dazugegeben und der ausgefallene
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Das Produkt wurde als zéhes Ol erhalten.

Es wurden 4,6 g (12 mmol) L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-L-phenylalaninmethylester erhalten.

Das entspricht einer Ausbeute von 86 %.
MS :
m/z (%) : 65 (10), 70 (14), 91(100), 92(9), 160 (15), 204 (6), 27511,39),

410 (0.02, M)

'H-NMR (400 MHz, CDC)):

§[ppm]=  1.60 (m, 1H, €H,);  1.71 (br.s, 1H, BH,);  1.95 (br. s, 1H, EHy);
2.23 (br. s, 1H, &H,); 2.98 (br. s, 1H, CH,); 3.15 (br. s, 1H, EH,);
3.37 (br. m, 2H, &"H,); 3.71 (br. s, 3H, OCH); 4.30 (br. m, 1H, &E"H);

4.83 (q, 1H, &"H); 5.05 (br. m, 2H, &H,); 7.18-7.4 (m, 10H, CH)

Darstellung von L,L-Prolylphenylalaninmethylester

Es wurden 4,6 g (12 mmol) L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-L-phenylalaninmethylester in
200 mL Eisessig geldst und mit 270 mg 10 % Palladium/Aktivkohle Katalysator versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde zunachst mit Stickstoff gespilt und anschlielend mit Wasserstoff
geflutet. Es wurden 24 Stunden bei ca. 1,3 bahytlriert. Danach wurde der Katalysator
abfiltriert und das Loésemittel im Vakuum abdestiliert. Das Produkt wurde als gelbes Ol
erhalten.

Es wurden 2,6 g (10 mmol) L,L-Prolylphenylalaninmethylester erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 83 %.
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MS :
m/z (%) : 41 (14), 43 (18), 68 (10), 70 (100), 71 (12), 91 (13), 103 (2), 118 (1), 128 (1),
217 (1, M-59), 277 (0.2, Nk 1)

Darstellung von L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin (44)

Es wurden 2,6 g (10 mmol) L,L-Prolylphenylalaninmethylester in 30 mL Methanol gel6ést und
eine Stunde unter Ruckflu® erhitzt. Das Produkt kristallisierte in gelben Nadeln aus.

Es wurden 1,2 g (6 mmol) L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin (44) erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 50 %.

Drehwert : fi]p?®“=-4,7° (c = 0,25 in MeOH)

MS :

m/z (%) : 39 (28), 41 (71), 42 (27), 43 (19), 51 (13), 55(17), 65 (26), 68 (22), 69 (18),
70 (100), 77 (13), 91 (64), 92 (15), 103 (9), 120 (6), 125 (71), 131 (4), 153 (12), 172 (1),
173 (1), 244 (4, W)

'H-NMR (400 MHz, CDC)):

S§[ppm]=  1.90 (m, 2H, E**"H,);  2.00 (m, 1H, €™H,);  2.34 (m, 1H, E™H,);
2.84 (dd, 1H, &"H,); 3.54 (m, 1H, €"H,); 3.64 (m, 1H, EH,); 4.07 (t, 1H, EH);
4.56 (dd, 1H, €"H); 7.18-7.4 (m, 5H, E™H)

7.4.18 Darstellung von L-Pro-D,L-Val-Diketopiperazin (39)

Darstellung von D,L-Valinmethylester

Die Synthese verlief wie unter 7.4.17 fir L-Phenylalaninmethylester Hydrochlorid
beschrieben.

Es wurden 2 g (12 mmol) D,L-Valinmethylester Hydrochlorid erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 70 %.

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
& [ppm] = 0.81 (d, 6H, CH); 1.96 (g, 1H, éH); 3.94 (s, 3H, EHs); 3.50 (d, 1H, éH)
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Darstellung von Darstellung von L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-D,L-valinmethylester

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur den L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-L-
phenylalaninmethylester beschrieben. Es wurden 2,3 g (9 mmol) L-N-Benzylcarbonylprolin
mit 1,16 g (8,9 mmol) D,L-valinmethylester Hydrochlorid umgesetzt

Es wurden 2,8 g (7,7 mmol) L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-D,L-valinmethylester erhalten. Das

entspricht einer Ausbeute von 86 %.

MS .
m/z (%) : 41 (12), 55 (10), 63 (2), 65 (17), 69 (4), 70 (22), 91 (100), 92 (15), 130 (5),
160 (44), 204 (15), 227 (4), 303 (0.4;449), 362 (0.2, M)

'H-NMR (400 MHz, CDC)):

§[ppm] = 0.81(d, 6H, ¥'H); 1.60 (m, 1H, €H,); 1.71 (br. s, 1H, BH,);  1.95-
199 (br. s, 2H, EH+CVaH); 2.23 (br. s, 1H, EH,); 2.98 (br. s, 1H, EH,);
3.15 (br. s, 1H, CHy); 3.71 (br. s, 3H, OCH; 4.09 (br. m, 1H, &),
4.83 (q, 1H, "H); 5.05 (br. m, 2H, &H,); 7.18-7.4 (m, 5H, &°™H)

Darstellung von L-Prolyl-D,L-Valinmethylester
Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur L,L-Prolylphenylalaninmethylester beschrieben
Es wurden 2,16 g (9,5 mmol) L-Prolyl-D,L-Valinmethylester erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 79 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCY):

s [ppm] = 0.81(d, 6H, &'Hs);  1.75 (m, 1H, EH,);  1.90 (br. s, 1H, BH,);  1.95-
2.06 (br. s, 2H, BH,+C3VaH); 2.30 (br. s, 1H, BH.); 3.55 (br. s, 1H, EH,):
3.77 (br. s, 1H, CH,); 3.71 (br. s, 3H, OC¥; 4.09 (br. m, 1H, &2H);
4.04 (q, 1H, &"H);

Darstellung von L-Pro-L,D-Val-Diketopiperazin (39)

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin (44) beschrieben. Es
wurden 2,169 (9,5 mmol) L-Prolyl-D,L-Valinmethylester umgesetzt.

Es wurden 588 mg (3 mmol) L-Pro-L,D-Val-Diketopiperazin (39) erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 34 %.
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MS .
m/z (%) : 41 (26), 43 (9), 55 (15), 68 (11), 69 (18), 70 (100), 72 (47), 125 (31), 154 (87),
196 (0.7, M)

'H-NMR (400 MHz, CDC)):

5 [ppm] = 0,81 (m, 6H, &'Hs); 1,83-1.90 (m, 2H, BH,); 1.96 (m, 1H, €"¥H); 2.00-
2.24 (m, 1H, EH,); 2.34 (m, 1H, €H,); 3.55 (m, 1H, €™H,); 3.75 (m, 1H, E™H,);
4.07 (t, 1H, G"H); 4.23 (d, 1H, E¥H)

7.4.19 Darstellung von L-Pro-L-Ala-Diketopiperazin (40)

Darstellung von L-Alaninmethylester
Die Synthese verlief wie unter 7.4.17 fur L-Phenylalaninmethylester beschrieben. Es wurden
3 g (34 mmol) L-Alanin eingesetzt und 2,6 g (25 mmol) L-Alaninmethylester erhalten. Das

entspricht einer Ausbeute von 74 %.

MS :
m/z (%) : 42 (21), 44 (100), 59 (3), 88 (1 M15), 103 (0.3, M)

'H-NMR (400 MHz, CDCY):
& [ppm] = 1.78 (d, 3H, CH); 3.94 (s, 3H, Ch); 4.10 (g, 1H, CH)

Darstellung von Darstellung von L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-L-Alaninmethylester

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur den L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-L-

phenylalaninmethylester beschrieben. Es wurden 6,27g (25 mmol) L-N-Benzylcarbonylprolin
mit 2,6 g (25 mmol) L-Alaninmethylester umgesetzt. Es wurden 4,9 g (15 mmol) L-(N-
Benzyl-carbonylprolyl)-L-alaninmethylester erhalten, was einer Ausbeute von 60 %

entspricht.
MS :

miz (%) : 41 (15), 43 (10), 44 (7), 59 (10), 65 (16), 70 (15), 91 (100), 92 (8), 102 (10),
160 (13), 204 (9)
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Darstellung von L-Prolyl-L-Alaninmethylester

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur L,L-Prolylphenylalaninmethylester beschrieben

Es wurden 1,9 g (9,5 mmol) L-Prolyl-L-Alaninmethylester erhalten. Das entspricht einer
Ausbeute von 79 %.

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

Darstellung von L-Pro-L-Ala-Diketopiperazin (40)
Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin (44) beschrieben. Es
wurden 1,9 g (9,5 mmol) L-Prolyl-L-alaninmethylester umgesetzt und 504 mg (3 mmol) L-

Pro-L-Ala-Diketopiperazin (40) erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 34 %.

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
6§ [ppm] = 1.10 (m, 3H, Ck); 1.28 (m, 1H, CH); 1.60 (dt, 1H, Ch); 1.72 (dt, 2H, CH);
1.92 (dd, 2H, Ch); 3.40 (m, 1H, CH); 3.74 (m, 1H, GH

7.4.20 Darstellung von D,Lrac.-lleu-L-Pro-Diketopiperazin (43)

Darstellung von D,L-rac.-Isoleucinmethylester

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fiur L-Phenylalaninmethylester beschrieben.

Es wurden 3,93 g (30 mmol) Isoleucin und 2,9 mL (40 mmol) Thionylchlorid umgesetzt und
3,6 g (25 mmol) D,Lrac.-Isoleucinmethylester erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von
84 %

MS :
m/z (%) : 41 (31), 44 (30), 56 (31), 57 (28), 69 (20), 86 (100), 14571, M

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
5 [ppm] = 0.95 (t, 3H, €H3); 1.04 (d, 3H, €H3); 1.33 (m, 1H, ¢H,); 1.52 (m, 1H, ¢H.);
2.02 (m, 1H, CH); 3.47 (m, 1H, éH); 3.78 (s, 1H, EHy)

Darstellung von L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-D,L-rac.-Isoleucinmethylester
Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-L-Phenyl-

alaninmethylester beschrieben
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Es wurden 6,27 g (25 mmol) L-N-Benzylcarbonylprolin und 3,6 g (25 mmol) r&xgl--
Isoleucinmethylester umgesetzt und 4,51 g (12 mmol) L-(N-Benzylcarbonylprolylja,t-

Isoleucinmethylester erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 86 %

MS :
m/z (%) : 59 (6), 86 (1), 91 (100), 160 (12), 204 (7), 241 (2186)

Darstellung von L-Prolyl D,L-rac.-Isoleucinmethylester

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fur L-Prolyl-L-Phenylalaninmethylester beschrieben.
Es wurden 4,51 g (25 mmol) L-(N-Benzylcarbonylprolyl)-Ddc.-isoleucinmethylester
umgesetzt und 2,39 (9,5 mmol) L-Prolyl-Drée.disoleucinmethylester erhalten. Das

entspricht einer Ausbeute von 79 %.

MS .
m/z (%) : 70 (100),86 (2), 181 (1), 243 (1;M)

Darstellung von L-Pro-D,L-rac.-lleu-Diketopiperazin (43)

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.17 fir L-Pro-L-Phe-Diketopiperazin (44) beschrieben
Es wurden 4,51 g (25 mmol) L-Prolyl-Dyac.4soleucinmethylester umgesetzt und
670 mg (3 mmol) L-Pro-D,ltac.-lleu-Diketopiperazin (43) erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 34 %.

MS :
m/z (%) : 39 (21), 41 (56), 70 (76),86 (14), 125 (17), 154 (100), 181 Ray!

'H-NMR (400 MHz, CDC)):

5 [ppm] = 0,95 (t, 3H, &°UHy); 1.04 (d, 3H E"™Hy): 1.17 (m, 1H, ¢"H));
57 (m, 1H C"*UH,); 1.79 (m, 1H, &"H); 1.83-1.90 (m, 2H, BH,); 2.00-
2.24 (m, 1H, EH,); 2.34 (m, 1H, EH,); 3.55 (m, 1H, €™H,); 3.75 (m, 1H, €™H,);
4.09 (d, 1H, "H); 4.43 (t, 1H, EH);
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7.4.21 Darstellung von L-Pro-L-Pro-Diketopiperazin (41)

Es wurden 3 g (26 mmol) L-Prolin in 30 mL Ethylenglycol gelést und 10 Stunden unter
Ruckflul3 erhitzt. Das Losemittel wurde abdestilliert und das Produktgemisch in Wasser
aufgenommen und Uber eine Octadecyl-Phase geleitet. Die Phase wurde mit Wasser
gewaschen und das Produkt mit Methanol eluiert.

Es wurden 2 g (10 mmol) L-Pro-L-Pro-Diketopiperazin (41) erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 77 %.

MS :
m/z (%) : 39 (29), 40 (14), 41 (82), 42 (32), 55 (14), 68 (29), 69 (23), 70 (100), 83 (5), 96
(15), 110 (7), 138 (6), 194 (17,'M

7.4.22 Darstellung von Myristinsdureethanolamid

Zu einer Losung von 1,1 g (4 mmol) Myristinsaurechlorid in 150 mL Dichlormethan wurde
bei 0°C eine LOsung von 0,25 mL (4 mmol) 2-Aminoethanol und 0,25 mL (3,5 mmol)
Triethylamin in 20 mL Dichlormethan hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 30 min
bei 0°C und anschlieRend 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Die organische Phase
wurde dreimal mit je 30 mL einer 10 % igen Salzsaurelésung und dreimal mit je 50 mL
Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Produkt wurde als weil3er Feststoff erhalten.

Es wurden 945 mg (3,83 mmol) Myristinsaureethanolamid erhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 95 %.

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
§[ppm]= 0,88 (t, 3H, EHs);  1.17-1,38 (br. s, 22H,CH,); 2,20 (t, 2H, CH.),
2,38 (br. t, 1H, OH); 3,43 (dt, 2H2El,); 3,72 (t, 2H, H,); 6,01 (br. t, 1H, NH)

MS :

miz (%) : 41 (19), 43 (23), 44 (8), 55 (11), 59 (26), 70 (10), 72 (12), 85 (100), 98 (35),
140 (8), 154 (6), 168 (2), 169 (3), 182 (1), 197 (1), 253 (0.241.8)
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7.4.23 Darstellung von Palmitinsaureethanolamid (58)

Die Synthese erfolgte wie unter 7.4.22 fur Myristinsaureethanolamid beschrieben. Es wurde
1 g (3,63 mmol) Palmitinsdurechlorid eingesetzt.
Es wurden 900 mg (3,27 mmol) Palmitinsdureethanold&8lerhalten. Das entspricht einer

Ausbeute von 90 %.

'H-NMR (400 MHz, CDC)):
§[ppm]=  0.88(t, 3H, EHs);  1.17-1.38 (br. s, 26H,CH,);  2.20 (t, 2H, CH.),
2.38 (br. t, 1H, OH); 3.43 (dt, 2H2El,); 3.72 (t, 2H, &H,); 6.01 (br. t, 1H, NH)

MS :

miz (%) : 41 (43), 43 (36), 44 (13), 55 (40), 57 (15), 59 (48), 60 (11), 67 (12), 69 (13),
72 (30), 83 (11), 85 (100), 86 (10), 98 (45), 103 (11), 112 (9), 114 (4), 116 (4), 122 (4),
126 (6), 128 (3), 136 (3), 140 (8), 154 (6), 168 (3), 182 (2), 196 (2), 210 (4), 224 (2), 228 (2),
268 (0.1, M-31)
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9 Anhang und sicherheitstechnische Hinweise

Massenspektrum von (2E,4E)-2,4-Heptadienal (32)
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Massenspektrum von (3E,5E)-3,5-Octadien-2-on (33)
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Massenspektrum von (2E,4E)-2,4-Decadienal
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Massenspektrum von Pro-Pro-Diketopiperazin
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Massenspektrum von Leu-lleu-Diketopiperazin
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Sicherheitshinweise

Die folgende Liste beinhaltet samtliche Verbindungen und Losungsmittel, mit denen wahrend
dieser Arbeit umgegangen wurde. Die Gefahrstoffe sind, sowieit vorhanden, mit den

jeweiligen Gefahrensymbolen, R- und S-Séatzen versehen worden.

Die Stoffe, fur die keine bekannte Einstufung existiert, sind als geféahrlich 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-

Satze gekennzeichnet.

Substanzname Gefahren- R-Satze S-Satze
symbol

Aceton F 11-36-66-67 (2-)9-16-26

Acetonitril F, T 11-23/24/25 16-27-45

AD-mix-a Xi 20/21/22/-36/37/38 26-36/37/39-22

AD-mix-3 Xi 20/21/22/-36/37/38 26-36/37/39-22

Adenosin - - -

L-Alanin - - -

Amberlite IR 120 - - -

2-Aminoethanol Xn 20-36/37/38

Ammoniak T, N 10-23-34-50 9-16-26-36/37/39-45-61

Ammoniumcarbonat Xn 22 -

Ammoniumchlorid xXn 22-36 22

Benzol F, T 45-11-48/23/24/25.1 53.1-45

Benzol-¢ F,T 45-11-E48/23/24/25 53-45

2-Bromheptan - 10 -

1-Bromnonan - - -
1-Bromoctan - - -
BSTFA/TMCS Xn 10-34 1626-27-36/37/39

tert.-Butanol F, Xn 11-20 9-16
1,2,4-Butantriol - - -
n-Butyllithium-L&sung F,C 14/15-17-34-48/20 6.1-26-36/37/39-45
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22  36/37
Chloroform-d Xn 22-38-40-48/20/22  36/37
3-Chlorperbenzoeséaure O, Xi 7-36/37/38 3/7-14.10-36/37/39
Decansaure Xi 36/38
Decanséaurechlorid C 34 26-36/37/39-45
Desoxyuridin - - -
1,2-Dibromethan T,N 45-E23/24/25- 53-45-61
36/37/38-51/53
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid T 22-24-41-43 24-26-37/39-45
Diethylether F 12-19-22-66-67 (2-)-9-16-29-33
Dimethylaminopyridin T 23/24/25-36/37/38  26-28-36/37/39-45
Dimethyldisulfid F, Xn 11-20-36/37/38 16-33
Dimethylsulfat T 45-E25-E26-34 53-54
Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Dimethylsulfid F, Xn 11-22-36/38 16-23.2-33
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
2,2°-Dipyridyldisulfid - - -
Dodecanséaure - - -
Dodecanséurechlorid C 34 26-36/37/39-45
Eisessig C 10-35 23.2-26-45
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Essigsaureanhydrid
Ethanol

Ethylacetat
Ethylenglycol
3-D-Glucose
Hexadecansaurechlorid
n-Hexan

5-Hexen-2-on
3-Hexensaure
n-Heptan

Inosin

lod

Isoleucin
Kaliumcarbonat
Kaliumhydroxid
Kupfer(ll)sulfat
Lithiumaluminiumhydrid
Magnesium
Magnesiumsulfat
Mangandioxid
Methanol
6-Methyl-5-hepten-2-on
Methyliodid
Methyllithium-L6ésung

Natrium-bis-(trimethylsilyl)-amid in THF
Natriumchlorid
Natriumcyanid
Natriumdeuteroxid
Natriumdeuteroxid
Natriumdisulfit
Natriumhydrid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumiodid
Natriumsulfat
Natriumthiosulfat
Nonansaurechlorid
1-Nonen

Octanal
Octansaurechlorid
Octadecansaure
2-Octenséaure
Olsaure
Olsauremethylester
Oxalylchlorid
Palladium auf Aktivkohle
n-Pentan
Periodsaure
Petrolether
Phenylalanin
L-Prolin

2-Propanol

Pyridin
Pyridiniumdichromat
Salzsaure
Sauerstoff
Schwefelkohlenstoff
Schwefelsaure

222

10-34
11
11-36-66-67
22

14-22-34-37
11-36/37-67

34

11-38-50/53-65-67

20/21

22-36/37/38
35
22-36/38-50/53
15

20/22
11-23/25

26-45
7-16
(2-)16-26-33

26-36/37/39-45
(2-)9-16-29-33-36/37-

61-62

26-36/37/39-45
9-16-29-33-60-61-62

23-25
22-26
26-37/39-45
22-60-61
7/8-24/25-43.6

25
7-16-24-45

21-23/25-37/38-40  36/37-38-45

15,17, 34

11-34

16-26-30-36-/37/39-

43.11-45

16-26-33-36/37/39-45

26/27/28-32-50/53  7-28.1-29-45-60-61

14/15-34
35
22-31-37-41
15-34

35
36/37/38

34-37

10
14-22-34-37

14-22-34-37

14-23/24/25-34
7, 36/37/38
11
8-34
11-52/53-65
11-36-67
11-20/21/22
49-8-43-50/53
34-37
8
23-34
35

5.3-8-43.7-45
26-36/37/39-45
26-39
7/8-26-36/37/39-43.6-45

26-37/39-45
26-36

26-36/37/39-45

26-36/37/39-45

26-36/37/39-45

26-36/37/39-45
17-26-36

(2-)9-16-29-33-61-62
26-36/37/39-45
9-16-23.2-24-33-62

7-16-24/25-26
26-28.1
53-17-45-60-61
26-36/37/39-45
17
9-26-36/37/39-45
26-30-45



Silberperchlorat - - ;
Tetrachlorkohlenstoff T, N 23/24/25-40-48/2323-36/37-45-59-61

52/53-59
Tetradecansaurechlorid C 14-22-34-37 26-36/37/39-45
Tetrahydrofuran F, Xi 11-19-36/37 16-29-33
Tetramethylsilan (TMS) F 12 9-16-29-43.3
Thionylchlorid C 14-20/22-29-35 26-36/37/39-45
Thymidin - - -
Toluol F, Xn 11-20 16-25-29-33
Toluolsulfonsaure i, 36/373/38 26-37
Toluolsulfonsaurechlorid C 34-37 26-28-36/37/39-45
Triethylamin F,C 11-20/21/22-35 3-16-26-29-36/37/39-45
Triphenylphosphin Xn, N 22-43-48/20/22- 26-36/37/39-61
50/53
10-Undecensaureethylester - - -
D/L-Valin - - -
Wasserstoff F 12 9-16-33
Wasserstoffperoxid C 34 3-26-36/37/39-45
R - Satze

Hinweis auf besondere Gefahren

=

Im trockenen Zustand explosionsgefahrlich
Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Zindquellen
explosionsgefahrlich

PURPY)
N

R 3 Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen besonders explosionsgefahrlich
R 4 Bildet hochempfindliche explosionsgefahrliche Metallverbindungen
R 5 Beim Erwarmen explosionsfahig

R 6 Mit und ohne Luft explosionsfahig

R 7 Kann Brand verursachen

R 8 Feuergefahr bei Berlihrung mit brennbaren Stoffen

R 9 Explosionsgefahr bei Mischung mit brennbaren Stoffen

R 10 Entziindlich

R 11 Leichtentziindlich

R 12 Hochentzindlich

R 14 Reagiert heftig mit Wasser

R 15 Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentzindlicher Gase

R 16 explosionsgeféahrlich in Mischung mit brandférdernden Stoffen
R 17 Selbstentziindlich an der Luft

R 18 Bei Gebrauch Bildung explosionsfahiger / leichtentziindlicher Dampf-Luftgemische mdglich
R 19 Kann explosionsgefahrliche Peroxide bilden

R 20 Gesundheitsschadlich beim Einatmen

R 21 Gesundheitsschadlich bei Beriihrung mit der Haut

R 22 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken

R 23 Giftig Beim Einatmen

R 24 Giftig bei Bertihrung mit der Haut

R 25 Giftig beim Verschlucken

R 26 Sehr Giftig beim Einatmen

R 27 Sehr Giftig bei Bertihrung mit der Haut

R 28 Sehr Giftig beim Verschlucken

R 29 Entwickelt bei Beriihrung mit Wasser giftige Gase

R 30 Kann bei Gebrauch leicht entziindlich werden

R 31 Entwickelt bei Beriihrung mit Saure giftige Gase

R 32 Entwickelt bei Beriihrung mit Saure sehr giftige Gase

R 33 Gefahr kumulativer Wirkungen

R 34 Verursacht Veratzungen

R 35 Verursacht schwere Verétzungen

R 36 Reizt die Augen

R 37 Reizt die Atmungsorgane

223



38
39
40
41
42
43
44
45
46
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

AXVOVIOVOVDOVOVOVDOVOVOVOVOVOVOVOOVDODOVOOVOOIODOOINDOIOIND

Reizt die Haut

Ernste Gefahr irreversiblen Schadens

Irreversibler Schaden mdglich

Gefahr ernster Augenschaden

Sensibilisierung durch Einatmen méglich

Sensibilisierung durch Hautkontakt méglich

Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluf

Kann Krebs erzeugen

Kann vererbbare Schaden verursachen

Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langer Exposition
Kann Krebs erzeugen beim Einatmen

Sehr giftig fur Wasserorganismen

Giftig fir Wasserorganismen

Schéadlich fir Wasserorganismen

Kann in Gewassern langerfristig schadliche Wirkungen haben
Giftig fur Pflanzen

Giftig fur Tiere

Giftig fir Bodenorganismen

Giftig flr Bienen

Kann langerfristig schadliche Wirkungen auf die Umwelt haben
Gefahrlich fur die Ozonschicht

Kann die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen

Kann das Kind im Mutterleib schadigen

Kann mdoglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen
Kann das Kind im Mutterleib mdglicherweise schadigen

Kann Sauglinge Uber die Muttermilch schadigen
Gesundheitsschadlich: Kann beim Verschlucken Lungenschéaden verursachen
Wiederholter Kontakt kann zu spréder oder rissiger Haut fiihren
Dampfe kdnnen Schléfrigkeit und Benommenheit verursachen

Kombinationen der R-Satze

14/15
15/29
20/21
20/22
20/21/22
21/22
23/24
23/25
23/24/25
24/25
26/27
26/28
26/27/28
27128
36/37
36/38
36/37/38
37/38
39/23
39/24
39/25
R 39/23/24
R 39/23/25
R 39/24/25

AVAOVVOVAOVOVOVAOVIOVDOOIOOIOINIOIOIOIOD

Reagiert heftig mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase

Reagiert mit Wasser unter Bildung giftiger und hochentziindlicher Gase
Gesundheitsschadlich beim Einatmen und bei Berihrung 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 bei Berthrung mit der Haut

Giftig beim Einatmen und Verschlucken

Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut

Giftig bei Bertihrung mit der Haut und beim Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen und bei Beriihrung mit der Haut

Sehr giftig beim Einatmen und Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut

Sehr giftig bei Berihrung 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 Beriihrung mit der Haut und durch

Verschlucken

R 39/23/24/25 Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen,

R 39/26

Berlihrung mit der Haut und durch Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen
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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 40/20/21
R 40/20/22

R 40/21/22

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit der Haut
Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken
Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und
bei Bertihrung mit der Haut

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und
durch Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit der
Haut und durch Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen,
Berihrung mit der Haut und durch Verschlucken
Gesundheitsschadlich: Méglichkeit irreversiblen Schadens durch
Einatmen

Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens bei
Bertihrung mit der Haut

Gesundheitsschadlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch
Verschlucken

Gesundheitsschadlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens durch
Einatmen und bei Bertihrung mit der Haut

Gesundheitsschadlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens durch
Einatmen und durch Verschlucken

Gesundheitsschadlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens bei
Beruihrung mit der Haut und durch Verschlucken

R 40/20/21/22 Gesundheitsschadlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens durch

R 42/43
R 48/20
R 48/21
R  48/22
R 48/20/21
R 48/20/22
R 48/21/22

Einatmen, Bertihrung mit der Haut und durch Verschlucken
Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt mdglich
Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Einatmen

Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Bertihrung mit der Haut
Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Verschlucken

Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Einatmen und bei Berihrung mit der Haut
Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken
Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei
langerer Exposition durch Bertihrung mit der Haut und durch
Verschlucken

R 48/20/21/22 Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei

R  48/23

R 48/24

R  48/25

R 48/23/24

R 48/23/25

R 48/24/25

langerer Exposition durch Einatmen, bei Berihrung mit der Haut und
durch Verschlucken

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
durch Einatmen

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
durch Beriihrung mit der Haut

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
durch Verschlucken

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
durch Einatmen und bei Beruihrung mit der Haut

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
durch Einatmen und durch Verschlucken

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
durch BerUhrung mit der Haut und durch Verschlucken

R 48/23/24/25 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition

R  50/53
R 51/53
R 52/53

durch Einatmen, Bertihrung mit der Haut und durch Verschlucken
Sehr giftig fir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig
schadliche Wirkungen haben

Giftig fur Wasserorganismen, kann in Gewéssern langerfristig
schadliche Wirkungen haben

Schadlich fur Wasserorganismen, kann in Gewéssern langerfristig
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schadliche Wirkungen haben

S - Satze
Sicherheitsratschlagél54-156]

1 Unter Verschlul3 aufbewahren

2 Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen

3 Kihl aufbewahren

4 Von Wohnplatzen fernhalten

5 Unter... aufbewahren (geeignete Flissigkeit vom Hersteller  anzugeben)
5.1 Unter Wasser aufbewahren

5.2 Unter Petroleum aufbewahren

5.3 Unter Paraffindl aufbewahren

Unter... aufbewahren (inertes Gas vom Hersteller anzugeben)

6.1 Unter Stickstoff aufbewahren

NULOLOLLOLOLLOLOOLOOLOOOOOnnn
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6.2 Unter Argon aufbewahren
7 Behalter dicht geschlossen halten
8 Behalter trocken halten
9 Behalter an einem gut belifteten Ort aufbewahren
12 Behalter nicht gasdicht verschlie3en
13 Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten
14 Von ... fernhalten (inkompatible Substanzen sind vom Hersteller
anzugeben)
S 141 Von Reduktionsmitteln, Schwermetallverbindungen, Séauren und
Alkalien fernhalten
S 142 Von oxidierenden und sauren Stoffen sowie
Schwermetallverbindungen fernhalten
S 143 Von Eisen fernhalten
S 144 Von Wasser und Laugen fernhalten
S 145 Von Sauren fernhalten
S 146 Von Laugen fernhalten
S 147 Von Metallen fernhalten
S 148 Von oxidierenden und sauren Stoffen fernhalten
S 149 Von brennbaren organischen Substanzen fernhalten
S 14.10 Von Sauren, Reduktionsmitteln und brennbaren Materialien fernhalten
S 1411 VVon brennbaren Stoffen fernhalten
S 15 Vor Hitze schiitzen
S 16 Von Zundquellen fernhalten - Nicht rauchen
S 17 VVon brennbaren Stoffen fernhalten
S 18 Behélter mit Vorsicht 6ffnen und handhaben
S 20 Bei der Arbeit nicht essen und trinken
S 21 Bei der Arbeit nicht rauchen
S 22 Staub nicht einatmen
S 23 Gas/Rauch/Dampf/Aerosol nicht einatmen
S 231 Gas nicht einatmen
S 232 Dampf nicht einatmen
S 233 Aerosol nicht einatmen
S 234 Rauch nicht einatmen
S 235 Dampf/Aerosol nicht einatmen
S 24 Berthrung mit der Haut vermeiden
S 25 Bertihrung mit den Augen vermeiden
S 26 Bei Bertihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspulen
und Arzt konsultieren
S 27 Beschmutzte, getrankte Kleidung sofort ausziehen
S 28 Bei Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel ... (Vom

Hersteller anzugeben)
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28.1
28.2

28.3

28.4

28.5

28.6

28.7

29
30
33
35
35.1

36
37
38
39
40
40.1

41
42

43

43.1
43.2
43.3
43.4
43.6
43.7
43.8

45

46

47

48
49
50
50.1
50.2
50.3

51
52
53

56

Bei Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser

Bei Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und
Seife

Bei Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und
Seife, mdglichst auch mit Polyethylenglycol 400

Bei Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel
Polyethylenglycol 300 und Ethanol und anschlieRend mit viel Wasser
und Seife

Bei Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel
Polyethylenglycol 400

Bei Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel
Polyethylenglycol 400 und anschlieBend Reinigung mit viel Wasser
Bei Bertihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und
saurer Seife

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen

Niemals Wasser hinzugiel3en

Maflinahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen

Abfalle und Behalter missen in gesicherter Weise beseitigt werden
Abfalle und Behalter miissen durch Behandeln mit 2%-iger
Natronlauge beseitigt werden

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen

Geeignete Schutzhandschuhe tragen

Bei unzureichender Beluftung Atemschutzgerat anlegen
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

FuRboden und verunreinigte Gegenstande mit ... reinigen

FuBRboden und verunreinigte Gegenstande mit viel Wasser reinigen
(Material vom Hersteller anzugeben)

Explosions- und Brandgase nicht einatmen

Bei Rauchem/Verspriihen geeignetes Atemschutzgerat anlegen und ...
(geeignete Bezeichnungen vom Hersteller anzugeben)

Zum Loschen ... (vom Hersteller anzugeben) verwenden (wenn Wasser
die Gefahr erhoht, anfigen: " Kein Wasser verwenden")

Zum Loschen Wasser verwenden

Zum Loschen Wasser oder Pulverléschmittel verwenden

Zum Léschen Pulverléschmittel, kein Wasser verwenden

Zum Ldschen Kohlendioxid, kein Wasser verwenden

Zum Ldschen Sand, kein Wasser verwenden

Zum Loschen Metallbrandpulver, kein Wasser verwenden

Zum Loschen Sand, Kohlendioxid oder Pulverldschmittel, kein Wasser
verwenden

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn mdglich
dieses Etikett vorzeigen )

Bei Verschlucken sofort arztlichen 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 Originalbehdlter aufbewahren

Nicht mischen mit ... (vom Hersteller anzugeben)

Nicht mischen mit Sauren

Nicht mischen mit Laugen

Nicht mischen mit starken Sauren, starken Basen, Buntmetallen und
deren Salzen

Nur in gut gelufteten Bereichen verwenden

Nicht groR3flachig fur Wohn- und Aufenthaltsraume zu verwenden
Exposition vermeiden - vor Gebrauch besondere Anweisungen
einholen

Diesen Stoff und seinen Behdlter der Problemabfallentsorgung
zuftihren
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S 57 Zur Vermeidung einer Kontamination der Umwelt geeigneten Behalter

verwenden
S 59 Information zur Wiederverwendung/ Wiederverwertung beim
Hersteller/Lieferanten erfragen
S 60 Dieser Stoff und sein Behalter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen
S 61 Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen
einholen / Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen
S 62 Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeifihren. Sofort arztlichen Rat
einholen und Verpackung oder das Etikett vorzeigen.
S 63 Bei Unfall durch Einatmen: Verunfallten an die frische Luft bringen und ruhig stellen
S 64 Bei Verschlucken Mund mit Wasser ausspiilen (nur wenn Verunfallter bei Bewusstsein ist)

Kombinationen der S-Satze

S 12 Unter Verschluf3 und fur Kinder unzugénglich aufbewahren

S 37 Behalter dicht geschlossen halten und an einem kihlen Ort
aufbewahren

S 39 Behalter an einem kihlen, gut gellfteten Ort aufbewahren

S 3/9/14 An einem kihlen, gut bellfteten Ort entfernt von ... aufbewahren

(inkompatible Substanzen sind vom Hersteller anzugeben)
S 3/9/14.1 An einem kihlen, gut bellfteten Ort, entfernt von Reduktionsmitteln,
Schwermetallverbindungen, Sauren und Alkalien aufbewahren

S 3/9/14.2 An einem kihlen, gut gelifteten Ort, entfernt von oxidierenden und
sauren Stoffen sowie Schwermetallverbindungen aufbewahren

S 3/9/14.3 An einem kihlen, gut gelifteten Ort, entfernt von Eisen aufbewahren

S 3/9/14.4 An einem kihlen, gut gelifteten Ort, entfernt von Wasser und Laugen
aufbewahren

S 3/9/14.5 An einem kihlen, gut gelifteten Ort, entfernt von Sauren aufbewahren

S 3/9/14.6 An einem kihlen, gut gelifteten Ort, entfernt von Laugen aufbewahren

S 3/9/14.7 An einem kihlen, gut gellfteten Ort, entfernt von Metallen
aufbewahren

S 3/9/14.8 An einem kiihlen, gut gelifteten Ort, entfernt von oxidierenden und

sauren Stoffen aufbewahren
S 3/9/14/49 Nur im Originalbehélter an einem kiihlen, gut gelufteten Ort, entfernt
von ... aufbewahren (inkompatible Substanzen sind von Hersteller

anzugeben)

S 3/9/49 Nur im Originalbehdlter an einem kihlen, gut gellfteten Ort
aufbewahren

S 3/14 An einem kihlen, von ... entfernten Ort aufbewahren (inkompatible
Substanzen sind vom Hersteller anzugeben)

S7/8 Behalter trocken und dicht geschlossen halten

S7/9 Behalter dicht geschlossen an einem gut gelfteten Ort aufbewahren

S 7147 Behalter dicht geschlossen und nicht bei Temperaturen tber ... °C
aufbewahren ( vom Hersteller anzugeben)

S 20/21 Bei der Arbeit nicht essen, trinken und Rauchen

S 24/25 Bertihrung mit den Augen und der Haut vermeiden

S 29/56 Nicht in die Kanalisation gelangen lassen und diesen Stoff und seinen
Behalter der Problemabfallentsorgung zufiihren

S 36/37 Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung
tragen

S 36/37/39 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

S 36/39 Bei er Arbeit geeignete Schutzkleidung und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

S 37/39 Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

S 47/49 Nur im Originalbehalter bei einer Temperatur nicht tber ... °C

aufbewahren (vom Hersteller anzugeben)
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Ich versichere, die vorliegende Arbeit selbstandig verfal3t und keine als die angegebenen
Hilfsmittel verwendet zu haben.
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