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Einleitung

Das Forschungsgebiet der Chemischen Okologie liegt an der Schnittstelle zwischen den
Disziplinen Biologie und Chemie. Es umfasst neben der Identifizierung und Synthese
chemischer Signalstoffe vor allem auch deren Zuordnung zu biologischen Phédnomenen in
einer Biozonose, um die Mechanismen der Interaktion zwischen einem Organismus und
seiner Umwelt durch die chemischen Signalstoffe aufzukldren. Neben den akustischen,
taktilen und visuellen Formen der Kommunikation besitzt das komplexe System chemischer
Signalstoffe bei vielen Tieren eine wichtige Funktion und ist bei Pflanzen alleiniges
Kommunikationsmittel. Wéhrend Hormone physiologische Prozesse innerhalb eines
Organismus steuern, dienen chemische Signalstoffe der intra- und interspezifischen
Verstidndigung zwischen einem Sender und Empfénger. In einer frithen Terminologie wurden
die Signalstoffe im Sinne der chemischen Okologie daher als Ektohormone (griech.: ekto
»aussen“, hormon "erregend") definiert' und damit von den dahin als Hormone bezeichneten
Stoffen, die nach dieser Definition nun unter dem Begriff Endohormone (griech.: endo
»innen®) gefiihrt werden sollten, abgegrenzt. Gegenwdrtig hat sich der Begriff
Semiochemikalien® (griech.: semeion ,,Signal®), nicht zuletzt wegen seiner besseren
begrifflichen Abgrenzung zu den Hormonen, fiir diese Naturstoffe durchgesetzt.
Semiochemikalien werden je nach Zielorganismus in Pheromone (griech.: pherein
"liberbringen, iibermitteln") und Allelochemikalien (allelon, griech.: ,,gegenseitig®) unterteilt
(Abbildung 1). Peter Karlson und Adolf Butenandt prigten 1959 den Begriff Pheromon®, und
im gleichen Jahr wurde die neue Definition fiir chemische Signalstoffe von Peter Karlson und

Martin Liischer aufgestellt®.

Semiochemikalien

(semeion = Signal)

/ \

Pheromone Allelochemikalien
(intraspezifische Botensttfe) (interspezifische Botenstdfe)
pherein = abgeben allelon = gegenseitig

hormon = erregend

[N AN

Releaser Primer Allomone Kairomone Synomone neumone
verhaltensauslésende physiologisch wirksame fir den Sender fur den Empfanger Sighale vorteilhaft Slgna e von toter Materie
Signale Verbindungen vorteilhafte Signale vorteilhafte Signale fiir Sender und Empfanger  a-pneum = atemlos
allos = fremd kairo = dagegen syn = zusammen

Abbildung 1: Einteilung chemischer Signalstoffe’



Pheromone dienen der intraspezifischen Kommunikation und werden anhand ihres
Wirkungsmechanismus in zwei Untergruppen unterteilt: Primerpheromone 16sen durch
Beeinflussung des endokrinen Systems physiologische Verdnderungen beim Empféinger aus,
wihrend Releaserpheromone verhaltensmodifizierend auf den Empfinger wirken®’.
Zusétzlich werden sie aufgrund ihrer funktionellen Klassifikation beispielsweise als
Aggregations-, Alarm-, Markierungs-, Schwarm-, Sexual- und Spurpheromon bezeichnet®.
Ein bekanntes Beispiel eines Primerpheromons liegt in den Staaten der westlichen Honigbiene
Apis mellifera vor. Ein aus den Mandibeldriisen der Konigin freigesetztes Pheromon, die so
genannte Koniginnensubstanz, unterdriickt die Ovarienausbildung der Arbeiterinnen’.
Ein interessantes biologisches Phdnomen der mehrfachen Funktion einer Semiochemikalie
tritt bei der australischen Rollwespe Neozeleboria cryptoides auf: Das fliigellose Weibchen
lockt das flugfihige Ménnchen mittels eines Sexualpheromons und somit mittels eines
Releasers zur Kopulation an. Die gleiche Substanz wird auch von den Bliiten der Orchidee
Chiloglottis trapeziformis verstromt. Dabei tritt die Bliite als sogenannter Sexualtduscher in
Konkurrenz zu den Weibchen und lockt die Rollwespenminnchen mit nachgeahmtem
Aussehen und identischen Signalstoff zur Pseudokopulation an. Hierbei fungiert der
Signalstoff als Allomon und triggert die Bestiubung der Bliiten'”.

Die Allelochemikalien, die der interspezifischen Kommunikation dienen, werden in die
Gruppen Kairomone, Allomone und Synomone eingeteilt. Synomone bringen Vorteile sowohl
fiir den Sender als auch fiir den Empfénger des chemischen Signalstoffes. Die Kairomone
nutzen nur dem Empfanger, und bei einem Allomon profitiert der Sender.

Zusitzlich zu den beschriebenen Signalen, deren Quelle ein lebender Organismus ist, werden
mitunter auch sogenannte Apneumone als weitere Untergruppe der Allelochemikalien
gefithrt. Apneumone ermdglichen Lebewesen die chemische Ortung toter Materie''. Die
parasitire Wespenart Venturia canescens wird von Geruchbestandteilen frischen Mehls
angelockt und legt ihre Eier in die Raupen verschiedener vorratschiadlicher Mehlmottenarten,

die daraufhin von innen aufgefressen werden'”.



Wehrchemikalien oder Schreckstoffe gegen Frallfeinde sind typische Allomone, wihrend die
Lokalisierung der Beute durch den Rauber oder das Bemerken der Anwesenheit eines
Riubers durch die Beute Beispiele fiir Kairomone sind". Unterliegen bestimmte Pflanzen
einem Schidlingsbefall durch Insekten, so konnen diese durch das Emittieren chemischer
Signale parasitire oder rduberische Insekten anlocken, die wiederum den Frafifeind der
Pflanzen befallen oder fressen. Bei diesem komplexen Dreiecksmodell, bei dem Pflanzen mit
Hilfe einer Infochemikalie den Feind ihres Feindes zur Unterstiitzung anlocken, liegt fiir
Pflanze und Parasit ein Synomon vor.

Senden Pflanzen unabhingig vom Befall Infochemikalien aus und Pflanzenschidlinge sowie
deren Parasiten werden durch das identische chemische Signal angelockt, so liegt fiir Pflanze
und Parasit weiterhin ein Synomon und fiir den Pflanzenschédling ergénzend ein Kairomon
vor. Durch diese genannten Beispiele wird ersichtlich, dass die begriffliche Zuordnung fiir
eine Semiochemikalie bei mehreren interagierenden Spezies empfiangerbezogen betrachtet
werden muss und dabei unterschiedliche Ergebnisse liefern kann. Die Signalwirkung der
Semiochemikalien kann auf einem einzelnen chemischen Signalstoff beruhen oder durch ein
komplexes Bukett verschiedener Substanzen in definiertem Verhéltnis zustande kommen.
Haufig ist letzteres der Fall, und die Einzelsubstanzen sind nur schwach oder gar nicht
biologisch aktiv, wihrend das Bukett der Komponenten dulerst wirkungsvoll ist. Oftmals ist
dabei die Wirkung des Substanzgemisches deutlich hoher als die Summe der biologischen

Aktivitit der Einzelsubstanzen, so dass ein synergistischer Effekt auftritt.

Abbildung 2: (2S,5R)-2-Ethyl-1,6-dioxaspiro[4.4]nonan (1) und (2E,4Z)-2,4-Decadiensduremethylester (2)
aktive Bestandteile des Aggregationspheromons vom Borkenkéfer Pityogenes chalcographus

Das Aggregationspheromon des Borkenkéfers Pityogenes chalcographus besteht aus (2S,5R)-
2-Ethyl-1,6-dioxaspiro[4.4]nonan (1) und (2E,4Z)-2,4-Decadiensduremethylester (2) in einem
Verhiltnis von 95:5'%". Das Spiroacetal 1 erzeugt in isolierter Form nur eine schwache
Reaktion bei den Kéfern, wihrend das Gemisch von Spiroacetal 1 und Ester 2 im natiirlich

auftretenden Verhiltnis hoch wirksam ist.



Generell sind die unterschiedlichsten Verbindungen verschiedener Substanzklassen geeignet,
die Funktion als chemische Signalstoffe zu erfiillen, wenn daflir einschrinkende
Voraussetzungen erfiillt sind. Eine hinreichende Fliichtigkeit wird fiir eine gewiinschte
rdumliche Ausbreitung der Signalstoffe bendtigt, damit ein entfernter Empfanger das Signal
detektieren kann. Bei Markierungs- und Spurpheromonen jedoch ist beispielsweise erhohte
Fliichtigkeit nur begrenzt erforderlich und wenn der Empfanger das Signal in seinen Mund-
Rachen-Raum aufnehmen wird oder es sich um ein aquatisches Umfeld handelt, sind auch
schwer- und nichtfliichtige Verbindungen geeignet. Verhaltensmodifizierende Signalstoffe
sollen zudem oft eine momentane Wirkung haben. Eine zu hohe Stabilitit und Persistenz des
Signals wire bei dynamischen Lebensvorgidngen ungeeignet. So soll das Auffinden eines
Sexualpartners durch ein Pheromon nicht durch ,,alte* Signale von Pldtzen, an denen sich der
Emittent nicht mehr befindet, erschwert werden. Zusitzlich miissen sich die
Semiochemikalien von dem durch ,allgemeine® Duftstoffe hervorgerufenem Hintergrund
ohne Signalfunktion unterscheiden, was hiufig durch spezielle Molekiilstrukturen oder
Buketts von Verbindungen mit spezifischen Verhéltnissen gewéhrleistet wird. Somit kdnnen
gewisse Einschriankungen an die chemische Struktur der Infochemikalie aufgrund ihrer
Funktion und ihres 6kologischen Umfeldes gemacht werden.

Die Strukturaufkldrung des ersten Sexualpheromons gelang Butenandt 1959, der das
,Bombykol*“ Hexadecadi-10,12-enol (3) als aktive Verbindung des weiblichen Seidenspinners

Bombyx mori identifizierte'®.
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Abbildung 3: Das Sexualpheromon Bombykol (3) des Seidenspinners Bombyx mori

Seit der Entdeckung des Bombykols wurden bei Insekten zahllose weitere Strukturen von
Pheromonen und Pheromongemischen beschrieben. Die Tiergruppe der Insekten ist
hinsichtlich der chemischen Kommunikation weit stirker untersucht worden als alle anderen
Tierarten’. Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang das Verfahren der
Aufnahme von Elektroantennogrammen (EAG). Hierbei wird die Antenne des untersuchten
Insekts prépariert und iiber einen Verstirker an ein Signalaufnahmegerit angeschlossen. Die
spezifischen Rezeptoren, die auf der Antenne beherbergt sind, geben bei Kontakt mit

biologisch aktiven Zielmolekiilen ein elektrophysiologisches Signal.



Durch zeitlich aufgeloste Kopplung dieser Detektion mit gaschromatographischen Techniken
und simultane oder nachfolgende Detektion mit FID unter identischen Bedingungen kénnen
die biologisch aktiven Komponenten eines Insekts in komplexen Gemischen aufgezeichnet
und dargestellt werden. Diese Vorauswahl einzelner oder weniger aktiver Verbindungen aus
komplexen Multikomponentengemischen ist von zentraler Bedeutung bei der Zuordnung und

Strukturaufkldarung von Semiochemikalien, die bislang nur bei Insekten zum Einsatz kommt.

Signalstoffe bei Wirbeltieren

Im Gegensatz zum Bereich der Insekten, in dem die Chemische Okologie bereits ein
etabliertes Forschungsgebiet darstellt und eine groBe Anzahl an Semiochemikalien bekannt
ist, wurden bei Wirbeltieren bislang nur wenige Strukturen einer biologischen Aktivitit
zugeordnet. Dies liegt an vielféltigen Schwierigkeiten, da beispielsweise eine Technik zur
Identifizierung biologisch aktiver Verbindungen, dhnlich der Detektion mittels EAG bei
Insekten, bei Vertebraten bislang unbekannt ist. Signalstoffe werden bei Wirbeltieren oft {iber
Driisensekret oder Urin abgegeben und die Identifizierung von potentiell biologisch aktiven
Komponenten in diesen komplexen Multikomponentengemischen aus Stoffwechsel-
metaboliten und Bestandteilen des Driisensekrets mit vielfdltigen biologischen Funktionen,
entspricht der sprichwortlichen Suche nach der Nadel im Heuhaufen. Weiterhin ist nicht
immer klar, ob die Substanzen im Driisensekret von dem Tier selbst oder durch mikrobiellen
Abbau von Primédr- und Sekunddrmetaboliten von dort ansdssigen Mikroorganismen
produziert werden. Probennahme und Biotest stoBen zusidtzlich aufgrund geringer
Individuenzahlen und tierschutzrechtlicher Bestimmungen schnell an die Grenzen der
Durchfiihrbarkeit. Bei hoheren Tieren sind neben genetisch verankerten Reaktionen auf
duBerliche Reize und verdndertem Verhalten unter den artifiziellen Bedingungen einer
Haltung zusidtzlich noch angelernte Verhaltensmuster und assoziative Lernfdhigkeit zu
beriicksichtigen, die einen Biotest erheblich erschweren kdnnen.

Primer- und Releaserpheromone werden als Ursache vieler biologischer Phdnomene bei
Wirbeltieren angenommen. Oft kann auch die biologische Aktivitit von Sekreten oder
Extrakten in Biotests reproduziert werden. Allerdings sind in den meisten Fillen die
Zusammensetzung der Gemische und chemischen Strukturen nicht identifiziert. Einige
Autoren sprechen aufgrund der kognitiven Fahigkeiten hoherer Tiere und deren besser
entwickelten Sinnesorgane fiir visuelle und akustische Signale auch nicht von Pheromonen

analog zu den Insekten, sondern benennen aktive Verbindungen als ,,Attractant*.



Ziel einiger friiher Untersuchungen zu Pheromonen bei Wirbeltieren waren oft die Sekrete
von Markierungsdriisen mit fiir menschliche Nasen deutlich wahrnehmbarem Geruch.
So wurden die wirtschaftlich bedeutenden Parfumbestandteile Zibeton (4) der Zibetkatze
Viverra civetta und Muscon (5) des Moschushirschen Moschus moschiferus schon vor iiber 80
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Jahren von Ruzicka identifiziert ", wobei biologische Aktivitdt dieser Substanzen bislang in

keinem Feldtest nachgewiesen wurde™.

Abbildung 4: Zibeton (4) und Muscon (5)

Fiir Reptilien wurden bei der Rotseitigen Strumpfbandnatter Thamnophis sirtalis parietalis®'
und der Eidechse Eumeces laticeps® verhaltensmodifizierende Pheromone beschrieben. Bei
der Rotseitigen Strumpfbandnatter gelang mit Strukturaufkldrung, Synthese und Biotest von
gesittigten und ungesittigten langkettigen Methylketonen erstmalig die vollstindige
Charakterisierung eines Pheromons bei einer Reptilienart”**. Ein Beispiel eines Allomons
liefert die  Gewohnliche  Moschusschildkrote — Sternotherus — odoratus,  deren
umgangssprachliche englische Bezeichnung ,,Stinkpot* lautet. Zur Abschreckung von
FraBfeinden gibt sie ein stark riechendes Sekret aus ihrer Moschusdriise ab, dessen

abstoBender Geruch von o-Phenylalkansiuren herriihrt >,



Chemische Signalstoffe in Sdugetieren

Viele Raubtiere sondern Sekrete direkt aus dem Analsack oder iiber den Urin als
Markierungsfliissigkeit zur Abgrenzung ihrer Territorien ab. Das Pheromonbukett des
Rotfuchses Vulpes vulpes beinhaltet neben aliphatischen S&uren, @-Phenyl- und
@-(4-Hydroxy)-phenylalkansduren auch die Stoffe Putrescin (1,4-Diaminobutan, 6) und
Cadaverin (1,5-Diaminopentan, 7) aus der Analdriise’®, wihrend bei Untersuchungen der
Violdriise (engl. supracaudal gland) die Verbindungen Dihydroactinidiolid (8), 6-Hxdroxy-
2,2,6-trimethylcyclohexanon (9) und trans-4-Keto-fionon (10) identifiziert wurden®*. Im
Urin des Rotfuchses wurden unter anderem Isopentenylmethylsulfid (11), 2-Phenylethyl-
methylsulfid (12) und spezifisch fiir minnliche Tiere 2-Methylchinolin (13) gefunden®.
Putrescin (6) und Cadaverin (7) konnten ebenso in der Analdriise des Lowen Panthera leo
nachgewiesen werden”. Bei dem Tiger Panthera tigris wurde Phenylethylamin (14) als

Bestandteil seiner Markierungsfliissigkeit beschrieben® .
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Abbildung 5: Identifizierte Verbindungen im biologisch aktiven Urin und Driisensekret von Raubtieren

Beim weiblichen Haushund Canis lupus familiaris waren fliichtige Dialkylsulfide im Urin
Ziel von Untersuchungen, wobei allerdings keine eindeutigen zyklischen Konzentrations-
schwankungen wihrend des Ostrus festgestellt werden konnten®. Als Sexualpheromon im
Vaginalsekret des Hundes wurde p-Hydroxymethylbenzoat (15) postuliert’™. Fiir diese
identifizierten Bestandteile des biologisch aktiven Driisensekrets oder Urins von Raubtieren
konnte bislang kein Biotest die biologische Aktivitidt absichern. Beim Hund konnte die

Aktivitit von 15 in spéteren Versuchen nicht bestitigt werden’®.
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Die Struktur von Androstenol (Sa-Androst-16-en-3a-ol, 16), dem bekanntesten Vertreter von
Sexualpheromonen bei Sdugetieren, wurde 1968 von Patterson beim Hausschwein Sus scofa
domestica identifiziert’’. Die Steroide Androstenol und das korrespodierende Androstenon
(5a-Androst-16-en-3-on, 17) werden beim Eber in den Hoden gebildet und gelangen iiber das
Blut in die Speicheldriisen®®. Wihrend des prikopulatorischen Verhaltens fiihrt der Eber
ruckartige Kaubewegungen durch, die seinen Speichelfluss steigern und den
pheromonhaltigen Speichel schaumig schlagen. Die erhdhte Aufnahme fliichtiger Steroide
fiihrt bei der rauschenden Sau zum so genannten ,Duldungsreflex wéhrend der
Kopulation®”*°. Mit diesen synthetischen Steroiden in Spriihflaschen wird die einzig bislang
bekannte kommerzielle Anwendung von Sdugetierpheromonen bei kiinstlichen Besamungen

in der Tierzucht angewandt (sogenannter Dosen Eber).

AP

16 17 18
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Abbildung 6: In Biotest aktive Sdugetierpheromone I

Das ,,Deer Lactone* (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) kann aus dem Urin und der FuBBwurzeldriise
des Schwarzwedelhirsches Odocoileus hemionus columbianus isoliert werden und fungiert als
Markierungssubstanz und Bedrohungssignal*'*. Minnchen des Gabelbocks Antilocapra
americana (engl. Pronghorn) nutzen Isovaleriansdure (19) zur Markierung ihres Territoriums
und zum Anlocken weiblicher Tiere'’. Die Minnchen und Weibchen der Mongolischen
Wiistenrennmaus Meriones unguiculatus markieren ihr Revier mit einem Sekret der
Ventraldriise, in dem Phenylessigsiure (20) die aktive Komponente darstellt™**" Der
weibliche Hamster Mesocricetus auratus nutzt Dimethyldisulfid (21) und weitere Substanzen
im Vaginalsekret als ,,Attractant“-Pheromon zur Anzeige des Ostrus™™!.

Bei der Hausmaus Mus musculus wurden vermutlich die weitestgehenden Untersuchungen zu
Pheromonen im Urin unternommen. Bislang konnte eine Reihe von Verbindungen bekannten

52,53

biologischen Aktivititen zugeordnet werden ™. In ihrer Namensgebung weisen diese Effekte

zumeist auf ihren Entdecker hin.

10



Bei ménnlichen Artgenossen rufen 3,4-Dehydro-exo-brevicomin (22) und 2-sec-Butyl-4,5-

dihydrothiazol (23) aggressives Verhalten untereinander hervor **

, wahrend die gleichen
Substanzen auf weibliche Tiere anziehend wirken und die Synchronisation des Ostrus
hervorrufen (Whitten-Effekt*®>*)*®. Bei dominanten méannlichen Miusen werden aus einer
Driise erhohte Konzentrationen an (E,E)-a-Farnesen (24) und (E)-B-Farnesen (25) iiber den

Urin abgegeben®"®*

. Diese Terpene spielen ebenfalls eine Rolle bei der Einleitung und
folglich Synchronisation des Ostrus weiblicher Tiere™. Das Zusammenspiel der Substanzen
3,4-Dihydro-exo-brevicomin (22) und 2-sec-Butyl-4,5-dihydrothiazol (23) mit (E,E)-a-
Farnesen (24), (E)-B-Farnesen (25) und 6-Hydroxy-6-methyl-3-heptanon (26) im ménnlichen

Urin bewirkt eine schnellere Geschlechtsreife junger Weibchen (Vandenbergh-Effekt®*%%)
67,68
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Abbildung 7: In Biotest aktive Saugetierpheromone 11

Die Verbindungen 2-Heptanon (27), (E)-5-Hepten-2-on (28), (E)-4-Hepten-2-on (29),
Pentylacetat (30), (Z)-2-Pentenylacetat (31) und 2,5-Dimethylpyrazin (32) treten im Urin
weiblicher Mause auf und 16sen den umgekehrten Effekt der verzogerten sexuellen Reife aus
(Puperty delay-Effekt®), wobei nach neueren Untersuchungen speziell 2,5-Dimethylpyrazin
(32) fiir die biologische Aktivitdt bei den Weibchen ausschlaggebend ist und vermutlich auch

ein chemisches Signal fiir die Minnchen darstellt® "

. Das Beispiel der chemischen
Kommunikation bei der Hausmaus zeigt anschaulich die synergistischen Effekte der
Substanzen und die variantenreiche Wirkungsweise als Primer und Releaser in Abhéngigkeit

des Empfangergeschlechts.
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Chemische Signalstoffe beim Menschen

Bei Menschen wird Kommunikation von visuellen und akustischen Signalen dominiert.
Chemische Strukturen menschlicher Pheromone sind bislang gidnzlich unbekannt. Allerdings
gibt es Hinweise fiir die Existenz von Primerpheromonen, wihrend eine biologische Funktion
der Releaserpheromone sehr umstritten ist. Shorey beschrieb den Geruchsinn der Primaten als
schwach entwickelt, wobei die entsprechenden Organe und Driisen des olfaktorischen Kanals,
die als evolutionires Uberbleibsel eingestuft wurden und moglicherweise zu einem
pheromonalen System gehoren, auch beim Menschen vorliegen. Aus apokrinen Hautdriisen,
die nicht der SchweiBproduktion dienen, konnten die potentiellen Pheromone abgegeben
werden””. Besonders die hohe Dichte an apokrinen Driisen in den menschlichen
Achselhdhlen”, mit geschlechtsspezifisch unterschiedlicher Struktur und Bakterienflora bei
Minnern und Frauen” und die Tatsache, dass eine Aktivitit erst mit der Pubertit einhergeht’®,
machten das Driisensekret zum Ziel wissenschaftlicher Studien. Aber auch Urin und
Vaginalsekrete wurden als vermutlicher Tréger chemischer Signalstoffe in zahlreichen
Arbeiten untersucht.

Das Auftreten einer Synchronisation des Menstruationszyklus bei Frauen, die in enger
Gemeinschaft und bei gleichzeitiger Abwesenheit von Ménnern leben, war Inhalt einer
Anzahl von Untersuchungen, worin dieser sogenannte McClintock-Effekt (Aquivalent zum
Whitten-Effekt bei Mausen) Pheromonen zugeschrieben wurde’”””. Weiterfiihrende Studien
zur Synchronisation der Zyklen, unter anderem bei Miittern und Tochtern sowie bei Frauen in
Wohngemeinschaften, weisen jedoch darauf hin, dass eine zusétzliche Beeinflussung durch
Umweltfaktoren eine Rolle spielen konnte®. Eine neuere Studie mit Driisensekreten aus der
Achselhdhle unterstiitzt hingegen die Theorie des McClintock Effektes, wobei in
Abhingigkeit der Zyklusphase der Signalsenderin bei der Signalempfingerin entweder eine
Verldngerung oder Verkiirzung der Follikelphase eintrat, die durch korrespondierende
Wechselwirkungen zur Synchronisation des Zyklus in der Gruppe fiihrt®'. Die Aussagekraft
dieser Studie unterliegt hinsichtlich der statistischen Daten einer wissenschaftlichen
Diskussion®**’.

Als Quelle potentieller Signalstoffe, die den Menstruationszyklus beeinflussen, wurde die
Zusammensetzung des Schweilles aus Achseldriisen und Armbeugen analysiert. Im Sekret der
Achseldriisen wurden neben kurzkettigen Fettsduren auch Steroide und Steroidkonjugate mit

signifikanten Unterschieden zwischen Ménnern und Frauen gefunden®*™.
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Die Anwesenheit von Androstenol (16) und Androstenon (17) in diesem Sekret 10ste aufgrund
dessen Aktivitdt als Releaser beim Hausschwein vielfdltige Spekulationen aus und fiihrte zu
kommerziellen Offerten dieser Steroide, obwohl eine biologische Aktivitdt als Releaser bei
Menschen nicht bewiesen ist. Die mogliche Existenz von Releaser-Pheromonen beim
Menschen  ist  Inhalt  kontroverser = Diskussionen. = Durch  das  Auftreten
verhaltensmodifizierender Signalstoffe bei verschiedenen Primaten, zu denen in der
biologischen Systematik letztendlich auch der Mensch gehort, wurde das Interesse an der
Untersuchung dieser Fragestellung verstérkt.

Die Minnchen der Rhesusaffen Macaca mulatta zeigen innerhalb der Horde eine sexuelle
Bevorzugung flir weibliche Tiere mit Signalstoffen in deren Vaginalsekret, die als ,,Copuline*
bezeichnet werden. Sie setzen sich aus den kurzkettigen Carbonsduren Essig-, Propion-,
Isobutter-, Butter-, Isovalerian- und Isocapronsidure zusammen und treten in Abhingigkeit des
Ostrogenstoffwechsels  auf®®™®.  Vergleichbare Substanzen wurden bei weiblichen
Schimpansen Pan troglodytes gefunden”, und sowohl die Minnchen der Buschbabys
Otolemur crassicaudatus als auch des Braunen Maki Lemur fulvus kénnen anhand von
Signalstoffen zwischen dem Duft minnlicher und weiblicher Tiere unterscheiden’*,
Minner emittieren Androstenon (17), eines von zehn im menschlichen Achselschweill
gefundenen Steroiden”, in hhereren Konzentrationen als Frauen iiber die SchweiBdriisen auf
die Korperoberfliche. 17 wurde zusammen mit dem korrespondierenden Androstenol (16)

20,94-96 .. )
’ . Interessant ist in diesem

schon friih als menschliches Sexualpheromon diskutiert
Zusammenhang, neben der generell hoheren Empfindlichkeit der weiblichen Nase gegeniiber
Gertichen, die deutlich bessere Wahrnehmung des siillich moschus- bis urinartigen Geruchs
der genannten Steroide durch geschlechtsreife Frauen’’. Versuchsreihen haben gezeigt, dass
in Maflen dosiertes Androstenol (16) die Bewertung der Attraktivitét leicht verbessert’ und es
gibt Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Féhigkeit der sensorischen

99102 Unterstiitzt

Wahrnehmung von 16 und der Synchronisation des Menstruationszyklus
wurde dieser Befund in einer weiteren Untersuchung, in der minnliches Achseldriisensekret
durch endokrinologische Beeinflussung bei weiblichen Versuchspersonen die Zyklusldnge

verindert und bei diesen eine entspannte Stimmung bewirkt'®.
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Spéter wurden noch dem Androstadienon (Androsta-4,16-dien-3-on, 33) im Achselschweil3
und dem Estratetraenol (Estra-1,3,5(10),16-tetraen-3-ol, 34) im Urin schwangerer Frauen
biologische Aktivitdt hinsichtlich physiologischer Wirkungen und psychologischer
Beeinflussung zugeschrieben'®. Die Aufnahme von 33 soll beispiclsweise bei Frauen die
Aktivitit des limbischen Systems erhdhen'® und bei beiden Geschlechtern eine Anderung
von Hauttemperatur und Leitfihigkeit bewirken'® sowie den Gemiitszustand

. . . . . 107
beziehungsweise die Stimmung beeinflussen ™.

O H OI".I. ‘ ‘

33 34

Abbildung 8: Postulierte menschliche Pheromone Androstadienon (33) und Estratetraenol (34)

Vielfach unterliegen diese Studien jedoch der wissenschaftlichen Diskussion und sind nicht
eindeutig belegbar, da die Reaktionen der Versuchspersonen in erneuten Test teilweise
unterschiedlich und nicht eindeutig reproduzierbar sind (Ubersichtsartikel'**"'%).

Hinreichend belegt ist hingegen die Féhigkeit des Menschen, feine Geruchsvarianzen
wahrzunehmen und verschiedene Individuen anhand ihres Geruchs zu erkennen'". So kénnen
Familienmitglieder von nicht verwandten Personen anhand olfaktorischer Signale
unterschieden werden. Schon im 19. Jahrhundert beschrieb Darwin das Schiirzen der Lippen
und die Ausrichtung des Blickes von Sduglingen als Reaktion auf die Wahrnehmung der
Mutter(-brust) und erwihnte in diesem Zusammenhang den Geruch als mdogliche Ursache
dieses Effektes''*. Frithe Studien zur menschlichen Kommunikation anhand olfaktorischer
Signale zeigten, dass Studenten anhand des Geruchs sowohl zwischen eigenen und fremden
getragenen T-Shirts als auch zwischen weiblichen und ménnlichen Triagern der fremden
T-Shirts unterscheiden konnen. Neugeborene konnen ihre stillende Mutter zwischen anderen
Frauen anhand des Geruchs erkennen. Ebenso konnen die Miitter wiederum ihr Neugeborenes
am Geruch identifizieren' . Zu beriicksichtigen ist hierbei, dass Neugeborene diese Fihigkeit
zur Erkennung ihrer Mutter wéhrend ihrer ersten sechs Lebenswochen erlangen, wéhrend
Neugeborene nach zwei Lebenstagen noch keine Differenzierung in ihrem Verhalten auf
unterschiedliche Miitter zeigen und die Interaktion zwischen Mutter und Kind wiahrend des

Stillens Ausloser der Mutter-Kind-Erkennung ist''®'!".
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Weiterhin konnen Miitter schon wenige Stunden nach der Geburt die getragene Babykleidung

ihres Kindes von derer anderer Kinder iiber den Geruch erkennen''®

. Als potentielle Quelle
charakteristischer Geriiche innerhalb einer Familie gelten genetische Ubereinstimmungen. So
wird die getragene Babykleidung des verwandten Kindes zwischen der Kleidung anderer
Kinder auch von Vitern, Tanten und GroBmiittern erkannt, und lénger getrennt lebende
Geschwister konnen das getragene T-Shirt ihres Bruders oder ihrer Schwester richtig

zuordnen'"’

. Zusédtzlich zu dieser genetischen Priferenz besteht die Moglichkeit einer
schnellen Erlernung charakteristischer Geriiche durch den Sdugling. Bei einem Experiment, in
dem stillende Miitter ein zusitzliches Parfum auftragen, reagieren die Sduglinge auf diesen
»kunstlichen Geruch ebenfalls mit einer charakteristischen Koptbewegung zur
Geruchsquelle'?.

Es gibt zudem auch Hinweise auf eine genetische Bevorzugung anhand des Geruchs bei der
Partnerwahl von Frauen in Abhdngigkeit ihres endokrinologischen Profils. Die Frauen sollten
in diesem Experiment die Kdrpergeriiche ihnen unbekannter Manner bewerten. Dazu wurden
getragene T-Shirts mannlicher Probanden eingesetzt. Die Frauen wurden anhand ihrer oralen
Aufnahme von Kontrazeptiva in zwei Gruppen differenziert, da die Steroide der Verhiitungs-
mittte] dem Korper eine Schwangerschaft simulieren, wodurch die Geruchswahrnehmung
beeinflusst wird. Frauen ohne Einnahme der Pille bewerteten T-Shirt-Geriiche positiv, wenn
das Immunsystem des Tragers genetisch moglichst unterschiedlich zum eigenen war, wahrend
Frauen mit Einnahme steroidhaltiger Verhiitungsmittel Geriiche von Tridgern mit genetisch
dhnlichem Immunsystem bevorzugten. Dieser Befund wird als hormonell abhdngige
Priferenz von Geruchsprofilen, die eine Aussage iiber die genetische Information des
Emittenten wiedergeben, folgendermallen interpretiert: Bei der Partnerwahl werden
genetische Unterschiede von Frauen bevorzugt, wodurch ein biologischer Vorteil hinsichtlich
des Immunsystems fiir eventuelle zukiinftige Nachkommen resultiert, wihrend hingegen
innerhalb einer Schwangerschaft groBere genetische Ubereinstimmungen vorgezogen werden,

die ihren Ursprung in der familiiren Umgebung haben kénnten'*' .
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Im letzten Jahrzehnt wurden wegweisende Arbeiten zur Signaltransduktion von Geriichen und
chemischen Signalstoffen durchgefiihrt, fiir die 2004 der Nobelpreis fiir Medizin und
Physiologie gemeinsam an Richard Axel und Linda B. Buck vergeben wurde. In diesen
Arbeiten wurden zwei Varianten der Signalaufnahme und Weitergabe chemischer
Signalstoffe beim Menschen beschrieben: Das sind zum einen die Riechschleimhaut an der
oberen NasenhOhle mit dem Riechkolben Bulbus olfactoris, an dem die Glomeruli
Informationen des Geruchs an die Neuronen {ibertragen, und des weiteren das Jacobson’sche
bezichungsweise Vomeronasale Organ (VNO)'**!'%. Die Rolle und Funktion des VNO beim

Menschen ist allerdings noch nicht abschlieBend untersucht'*°,
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Aufgabenstellung

Im Fokus der Forschung zu chemischen Signalstoffen bei Vertebraten stehen heutzutage

biologische und veterindrmedizinische Betrachtungen zur verhaltensmodifizierenden Wirkung

von Substanzen, wohingegen die Untersuchungen zur Aufklarung der chemischen Strukturen

erst am Anfang stehen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden Identifizierung und

Synthese von Naturstoffen beschrieben, die als potentielle Kandidatverbindungen bei einer

olfaktorischen Signaliibertragung zwischen Wirbeltieren von Bedeutung sein konnten:

Der weibliche asiatische Elefant weist in seinem Urin eine Gruppe von zyklisch
wiederkehrenden unbekannten Substanzen auf, deren Auftreten mit dem
Menstruationszyklus zu korrelieren scheint. Eine Identifizierung dieser potentiellen
Signalstoffe wird angestrebt, da diese Substanzen als Sexualpheromon dem
Elefantenbullen den  Ostrus anzeigen konnten. Kenntnisse {iber den
endokrinologischen Zustand des asiatischen Elefanten mittels nicht-invasiver
Methoden wiirde eine wertvolle Hilfe zur Arterhaltung dieser bedrohten Spezies in
Gefangenschaft darstellen.

In limnischen Systemen vollziechen verschiedene Wasserfloharten aus der Gattung
Daphnia eine tagesperiodische Vertikalwanderung in Abhédngigkeit von einem
rauberischen Fischbesatz des Gewéssers. Damit die Wahrscheinlichkeit sinkt, zur
Beute der visuell jagenden Rauber zu werden, nehmen sie kiltere Wasserschichten mit
geringerem Nahrungsangebot in Kauf. Ursache dieses komplexen Réuber-Beute-
Verhiltnisses ist ein von Fischen freigesetztes Kairomon, welches als ,,Fischfaktor*
bezeichnet wird. Im  Hailterungswasser von Fischen sollen geeignete
Kandidatverbindungen des Kairomons identifiziert und deren Struktur durch
(stereoselektive) Synthese aufgeklart werden.

Der zu den Kuhantilopen gehorende Buntbock markiert seinen Lebensraum mittels
eines Interdigitaldriisensekrets und zeigt ausgeprigtes Revierverhalten, dessen
Ursache vermutlich ein Markierungspheromon ist. Diese bedrohte Tierart besiedelte
einst weite Gebiete im siidlichen Afrika und ist durch Bejagung nahezu ausgerottet
worden. Neben dem generellen wissenschaftlichen Interesse an Saugetierpheromonen
konnte die Strukturaufklirung mit exakter stereochemischer Zuordnung des
Pheromons helfen, diese Tierart aus erholten Bestinden der Schutzgebiete und

Nationalparks wieder in den ehemaligen Siedlungsgebieten anzusiedeln.
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e Wenige Tage nach der Geburt reagieren Sduglinge auf das Herannahen der
Mutterbrust mit einer zur Brust hin orientierten Kopfbewegung. Diese Mutter-Kind-
Erkennung basiert auf olfaktorischen Signalen. Zwei potentielle Quellen dieser
Substanzen sollen hinsichtlich ihrer fliichtigen Inhaltsstoffe untersucht werden:
Die friihe Muttermilch, auch Kolostralmilch oder Kolostrum genannt, und das
apokrine Sekret, welches nach der Geburt und beim Stillen des Kindes aus den um die

Brustwarze verteilten Montgomery-Driisen (Glandulae areolares) austritt.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, neue Methoden zur Aufarbeitung des komplexen
Probenmaterials und Gewinnung von Proben aus Driisensekreten, Fischwasser und Urin zu
erarbeiten, um potentielle Zielverbindungen der Analytik durch Abtrennen unerwiinschter
Bestandteile zugdnglich zu machen. Mit Hilfe modernster Verfahren der organischen
Spurenanalytik wie Gaschromatographie und Fliissigchromatographie mit gekoppelter
Massenspektrometrie sollen die Inhaltsstoffe erstmalig oder auch zur Vervollstindigung
bestehender Ergebnisse analysiert werden. In den meisten Fillen lag nicht ausreichend
Probenmaterial zur Isolierung vor, um eine Strukturzuordnung mittels NMR-Spektroskopie
durchfithren zu konnen. Daher miissen bestimmte Verbindungen durch Synthese von
Referenzverbindungen mittels eines indirekten Strukturbeweises verifiziert werden.
Dabei sollen die Referenzverbindung und die Substanz in der Naturprobe bei gleicher
gaschromatographischer Retention identische Massenspektren aufweisen.

Durch die Bestimmung der absoluten Konfiguration der Kandidatverbindungen in den
Naturproben soll die Herstellung von Probenmaterial mit eindeutig definierter
stereochemischer Zusammensetzung als naturidentische Kopie ermoglicht werden.

Die vorliegende Arbeit erfolgte in interdisziplindrer Zusammenarbeit mit biologisch
orientierten Kooperationspartnern aus dem In- und Ausland. Diese sollten das zu
untersuchende Probenmaterial zur Verfiigung stellen, vornehmlich von Tieren, bei denen
relevante biologische Phdnomene beobachtet wurden. Die Untersuchungen der gegebenenfalls
synthetisierten Verbindungen in Verhaltenstest auf eine mogliche biologische Aktivitét hin,

werden von den Kooperationspartnern durchgefiihrt.
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Asiatischer Elefant

Themenstellung

Der asiatische Elefant Elephas maximus (Linné, 1758), oft auch unter dem Namen Indischer
Elefant bekannt, ist neben dem Waldelefanten (Loxodonta cyclotis) und dem afrikanischen
Elefanten (Loxodonta africana) die einzig noch lebende Art in der Familie der Elefanten
(Elephantidae).

Der asiatische FElefant unterscheidet sich
von dem afrikanischen unter anderem durch
die wesentlich kleineren Ohren, vier statt
drei Zehen an den Hinterbeinen und nur
einer statt zweier fingerartigen Riissel-
spitzen. Der asiatische FElefant hat eine
Schulterhdhe von 3 Metern und ist kleiner
als der afrikanische. Das Gewicht einer Kuh
liegt bei 2700 kg, und bei Bullen koénnen
5000 kg tiiberschritten werden. StoBzdhne
sind oft nur bei Bullen préasent, kdnnen aber
selbst bei diesen fehlen. Der Lebensraum
des asiatischen Elefanten war einst sowohl
tropischer Regenwald als auch offenes
Grasland. Heutee leben wilde Elefanten nur
noch innerhalb dichter Wailder. Stark
fragmentierte Habitate finden sich in Indien,

Sri  Lanka, Nepal, Bhutan, Vietnam,

Indonesien, China, Bangladesh, Myanmar,

Thailand, Malaysia, Kambodscha und Laos'?.

Abbildung 9: Illustration des asiatischen Elefanten
Die Populationen des asiatischen Elefanten in Zoos und Tierparks schrumpfen. Dies bedeutet,
dass durch zu geringe Nachzuchtquoten der Bestand der Tiere iiberaltert ist. Der Grund liegt
neben der zu geringen Geburtenrate in einer zu hohen Sterblichkeit der Jungtiere innerhalb
des ersten Lebensjahres, in dem zum Beispiel in Nordamerika ungefihr ein Drittel der Kélber

verstirbt' 28130,

20



Nach der Prognose von Olson und Wilson'** wird es innerhalb der nichsten 50 Jahre keine
Populationen des asiatischen Elefanten in nordamerikanischen Tierparks mehr geben.
Der asiatische Elefant gehdrt zu den bedrohten Tierarten und ist in der Roten Liste
gefdhrdeter Tier- und Pflanzenarten der Weltnaturschutzunion IUCN ( International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources) als bedrohte Tierart gefiihrt'’'. Der Handel
mit dieser Tierart wurde in der Konferenz zum Washingtoner Artenschutziibereinkommen
durch Nennung in CITES: Anhang I untersagt (CITES - Convention on International Trade in
Endangered Species / Konvention {iber den internationalen Handel mit gefidhrdeten Tier- und

Pflanzenarten).

Abbildung 10: Wilder asiatischer Elefant im Corbett National Park, Indien

Damit der asiatische Elefant nicht als Sympathietrager und Botschafter des Artenschutzes aus
den Tierparks verschwindet, muss die Reproduktionsrate hoch genug sein, um eine autarke
Bestandserhaltung zu gewihrleisten. Die wildlebenden Elefanten sind durch zunehmende
Zersiedelung ihres Lebensraumes und fortschreitende Industrialisierung ihrer Herkunftsldnder
in ithrem Fortbestehen gefdhrdet. Zusitzlich werden alle existierenden Elefantenarten bis

heute wegen ihrer aus Elfenbein bestehenden StoB3zdhne gejagt und gewildert.
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Die Haltung der Elefantenbullen, die in ihren natiirlichen Habitaten solitdr leben, ist in
Gefangenschaft wegen ihres aggressiven Verhaltens und ihrer daraus resultierenden
Gefdhrlichkeit ein Problem und wird nur von wenigen Zoos und Tierparks betrieben. Die
wenigen verfiigbaren Bullen miissen daher in Zuchtprogrammen besonders effektiv eingesetzt

werden.

In diesem Zusammenhang wiren Kenntnisse iiber die Detektion des Zyklusstandes, die
Mechanismen der sozialen Interaktion und eine potentielle Kommunikation durch
Signalstoffe bei Kiihen innerhalb der Herde Voraussetzung fiir potentielle Zuchtprogramme.
Die Hypothese, dass iiber Pheromone im Urin oder Driisensekrete der Ostrusverlauf anderen
Tieren signalisiert, die Ovulation induziert oder zyklische Ovaraktivitdt synchronisiert wird,
wire Grundlage, um mit dieser Information im Zusammenhang mit Parametern iiber den
endokrinologischen Verlauf ein Modell der nicht-invasiven Ovulationsprognose zu
entwickeln. Beim invasiven Monitoring (Entnahme einer Blutprobe beispielsweise zur
Hormonanalytik) besteht das Risiko von Stérung und Beeinflussung der Tiere. AuBlerdem ist
unter Umsténden eine Immobilisierung der Tiere durch Anisthetika ndtig. Abgesehen vom
Aufwand des Verfahrens ist dies ist aus Griinden des damit verbundenen Risikos der
Verletzung nicht praktikabel.

Das Modell des nicht-invasiven Monitorings konnte Anwendung bei kiinstlichen Besamungen
oder dem Zusammenfiihren der Kiihe mit potentiellen Deckbullen zum Zeitpunkt der
Ovulation finden und sollte zudem zeitlich préziser als die Verfolgung des Verlaufs von

Hormonkonzentrationen sein.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Zoo- und

Wildtierforschung (IZW) in Berlin zyklusabhéngig gebildete potentielle Signalstoffe im Urin

isoliert und identifiziert.
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Reproduktionsanzeigende Signalstoffe

Viele Sdugetiere teilen Artgenossen ihren Reproduktionsstatus durch Pheromone mit. Bei
verschiedenen Spezies konnten Verhaltensverinderungen durch  Ostrus-abhingige
Pheromone, wie Anziehung (attraction), olfaktorische Bevorzugung oder Flehmenreaktion
ménnlicher Tiere auf Urin oder Vaginalsekret weiblicher Tiere beobachtet werden. So wurden
zum Beispiel bereits fiir Rattem, Mausm'm, Hamster'*°, Schaf'®’ Rind138, afrikanischen'®’
und asiatischen Elefanten'* reproduktionsanzeigende Signalstoffe publiziert. Allerdings ist

die chemische Struktur dieser Pheromone im Allgemeinen unbekannt.

Freilandbeobachtungen beim asiatischen Elefanten zeigten, dass solitdr lebende Elefanten-
bullen den herannahenden Ostrus einer Elefantenkuh wahrnehmen und den richtigen
Zeitpunkt der Paarung detektieren'*', wobei eine erste Kontaktaufnahme bereits 6 Wochen
vor der Ovulation erfolgt. Weitergehende Untersuchungen mit Elefantenkiihen in
Gefangenschaft ergaben, dass zuvor erfolgreich deckende Elefantenbullen zum Ende der
Follikelphase, also kurz vor der Ovulation, sexuelles Interesse an der Kuh zeigtenm, wiahrend
bei unerfahrenen Bullen dies bereits drei Wochen vor und zum Zeitpunkt der Ovulation der
Fall ist. Die frither vermutete Zyklusdauer von 22 Tagen beim asiatischen Elefanten
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(tatsdchliche Zyklusdauer etwa 15 Wochen ™) resultierte aus der Beobachtung, dass eine

mannlich-weibliche Interaktion im Abstand von 22 Tagen registriert wurde'**.

Bei allen weiblichen Tieren innerhalb der Klasse der Sdugetiere (Mammalia) steuert das
luteinisierende Hormon (LH) den Eisprung und die Gelbkorperbildung. Kurz vor dem
Eisprung ist ein steiler Anstieg der LH-Konzentration im Blut nachweisbar, der danach
schnell wieder abklingt. Diese plotzliche Konzentrationserhéhung des LH wird ovulatorischer
Peak genannt. Bei weiblichen asiatischen Elefanten wird als Besonderheit innerhalb der
Sdugetiere inmitten der Follikelphase ein zusitzlicher, pldtzlicher anovulatorischer Anstieg
der Konzentration des luteinisierenden Hormons (LH) detektiert, dem nach 21 Tagen zum
Zeitpunkt des Eisprungs der ovulatorische Anstieg folgt'*>'*.

Diese Befunde konnten bedeuten, dass bereits zu Anfang der Follikelphase, also 6 Wochen
vor der Ovulation, Pheromone den Bullen iiber den herannahenden Ostrus informieren und
somit im Sinne eines ,,Attractants* wirken. Auerdem sind zur zeitgerechten Erkennung des

Ostrus wahrscheinlich weitere Signalstoffe der Kuh beteiligt, die 3 Wochen vor und wihrend

der Ovulation synchron mit einem LH-Anstieg auftreten.
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Der asiatische Elefant ist eines der wenigen Wirbeltiere, bei dem ein vom Ostrus abhingiges
Pheromon identifiziert wurde. In der Follikelphase wird von Elefantenkiihen mit dem Urin
das Sexpheromon (7Z)-Dodecenylacetat (35) (in der Literatur oft als Z abgekiirzt;
Abbildung 11), das bei vielen Insekten bereits als Pheromon bekannt ist'*’, ausgeschieden.
Kurz vor der Ovulation erreicht 35 die hochste Konzentration im Urin der Elefantenkiihe,

worauf die Elefantenbullen mit Flehmen reagieren'*.

/lol\o/\/\/\/=\/\/

35

Abbildung 11: (7Z)-Dodecenylacetat (35)

In einer neueren Publikation wurde allerdings dargelegt, dass kein synchrones Auftreten
zwischen dem (7Z)-Dodecenylacetat (35) und den beiden LH-Peaks besteht. Stattdessen
konnte lediglich eine schwankend ansteigende Konzentration des (7Z)-Dodecenylacetats (35)
in der prdovulatorischen Phase zwischen dem ersten und zweiten LH-Peak gemessen

werden'*® (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Konzentrationsverlauf des lutenisierenden Hormons (LH) und (7Z)-Dodecenylacetat (35, Z).
24 Tage vor Ovulation (O) wurden der erste (1st) und am Tage der Ovulation der zweite (2nd) LH-Peak
gemessen. ( LH in ng/ml und (Z, 35) in 10" mM). Abbildung nach Rasmussen'**.
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Diese Substanz konnte somit ein so genanntes ,,Attractant™ oder Bestandteil eines solchen
sein. Rdumlich von der Herde getrennt lebende Elefantenbullen wiirden so die bevorstehende
Ovulation der Elefantenkuh wahrnehmen und zum richtigen Zeitpunkt Kontakt zur Herde
aufnehmen. Der biologische Nutzen lige in dem hoheren Reproduktionserfolg, da lange
Menstruationszyklen und ein unregelmiBiger Ostrus bei Elefantenkiihen vorliegen. Neben
dem ,,Attractant (7Z)-Dodecenylacetat (35), welches eine Rolle bei der Interaktion von
Elefantenkuh und Bullen spielt, wurde ein weiterer verhaltensmodifizierender Signalstoff
identifiziert, der das Sozialverhalten méinnlicher Tiere zueinander becinflusst. Méannliche
Tiere scheiden wiahrend sich jahrlich wiederholender Phasen erhohter Aggression und
sexueller Aktivitdt (engl. Musth) durch Driisen an der Schlife ein Sekret aus. Wihrend
Elefanten, die anatomisch gesehen erwachsen, aber sozial gesehen noch jugendlich sind,
kurze Phasen der Brunft (Musth) haben, verldangert sich diese bei vollstindig erwachsenen
Tieren. Zusitzlich variiert auch die chemische Zusammensetzung dieses Driisensekrets'®’. Als
Inhaltsstoff konnte das bicylische Acetal (36; 1,5-Dimethyl-6,8-dioxabicyclo[3.2.1]octan)
identifiziert werden. Frontalin (36) konnte nur bei erwachsenen Tieren detektiert werden und

fehlt bei jugendlichen Tieren.

36
Abbildung 13: Frontalin (36)

Durch Verhaltenstests konnte gezeigt werden, dass jugendliche Bullen auf Sekret mit
Frontalin (36) als Inhaltsstoff mit Zuriickweichen oder Distanzwahrung reagieren, &ltere
Bullen jedoch nicht eindeutig reagieren'”’. Neuere Studien mit wildlebenden Elefanten zeigen
ein komplexeres Bild der chemosensorischen Mechanismen'™', in denen auch noch die
Stereochemie des Frontalins eine Rolle spielt'>?. Ein prikopulatorisches Pheromon, das zur
Detektion des Paarungszeitpunkts dient und einen synchronen Verlauf zu den LH-Peaks
haben sollte, konnte allerdings bislang nicht identifiziert werden. Weiterhin sind die

153,154 1~ . -
. Dies ist

Ovarialzyklen von Elefantenkiihen einer Herde im hohen Grade synchronisiert
zusitzlich ein Hinweis auf das Vorhandensein von unbekannten Signalen, welche sowohl den
Bullen den Reproduktionsstatus einer Kuh als auch den weiblichen Herdenmitgliedern den

Zyklusstand anzeigen.
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Identifizierung flichtiger Substanzen im Elefantenkuh-Urin

Erste Untersuchungen, deren Ergebnisse Ausgangspunkt dieser Arbeit waren, wurden am
Institut fiir Zoo- und Wildtierforschung (IZW) in Berlin mittels Festphasenmikroextraktion
(Solid Phase Microextraction, SPME)">> im Gasraum (Headspace, HS) iiber erhitzten Proben
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durchgefiihrt ™. Dabei kam eine mit Polyacrylat-Polymer beschichtete Faser zum Einsatz. Bei
diesen Untersuchungen handelte es sich um ein systematisches Non-Target-Screening auf
fliichtige Substanzen im Urin von Elefantenkiihen. Ziel dieser Untersuchungen war der
Nachweis einzelner Substanzen oder Substanzgruppen, deren Konzentration vom Stand des
Ovarialzyklus der jeweiligen Elefantenkuh abhéngig ist. Der Stand des Zyklus und weibliche
Reproduktionsstatus wurde durch die nicht-invasive Messung von 5B-Pregnantriol (37) im
Urin kontrolliert. Dazu wurde ein auf Enzymmarkierungen basierender Assay (Enzyme-
linked Immunosorbent Assays, ELISA) genutzt'”’.

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnten mittels GC/MS-Analysen zwei fliichtige
Steroide, S5ca-Androst-2-en-17-on (38) und Soa-Androst-2-en-178-ol (39), identifiziert

werden'®. Es wurde ferner erkannt, dass diese fliichtigen Steroide wihrend des Erhitzens des

Urins durch thermische Eliminierung aus den Vorstufen So-Androstan-17-on-33-sulfat (40)

und 5a-Androstan-17p-ol-3B-sulfat (41) entstehen'®’

Abbildung 20)

(Diskussion des Mechanismus sieche

OH

C19H250 C19H300
38 39

Abbildung 14: 5a-Androst-2-en-17-on (38) und Sa-Androst-2-en-17(3-o0l (39)
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Abbildung 15: Sa-Androstan-17-on-3-sulfat (40) und Sa.-Androstan-173-ol-3B-sulfat (41)

In den Totalionenstromchromatogrammen der Proben wurde weiterhin ein unbekannter
Substanzcluster detektiert, deren Hauptkomponenten die Molekulargewichte 298, 300 und
302 g/mol aufwiesen. Hieraus ergab sich als Arbeitshypothese, dass es sich bei diesen
Substanzen, analog zu den erwédhnten Cjo-Steroiden des Androstangeriistes, um C,;-Steroide
des Pregnangeriistes handeln konnte, die ebenfalls aus sulfatierten Vorldufern gebildet
wiirden. Dieser unbekannte Substanzcluster trat synchron bei allen Elefantenkiihen einer
Herde des Tierparks auf, wobei die Maximalkonzentrationen im Urin unterschiedlicher Kiihe
voneinander abwichen. Ferner wurde festgestellt, dass dieser Konzentrationsanstieg zeitlich
synchron zu den Follikelphasen auftrat.

Von den Tierpflegern wurde zusitzlich in einigen Phasen erhdhter urindrer Konzentrationen
dieser Substanzen eine aggressive Interaktion zwischen den Elefantenkiihen beobachtet. Da
die Maximalkonzentrationen dieses Substanzclusters mit der grofiten Haufigkeit 6 Wochen
vor der Ovulation messbar war, aber auch mit gehduftem Auftreten 9 und 3 Wochen bzw.
unmittelbar vor der Ovulation, wurde ein endogener 3-Wochen-Rhythmus vermutet.
Aufgrund der nicht zufilligen Verteilung der Substanzen wurde ein erndhrungs-

physiologisches Phdnomen ausgeschlossen.
Diese beschriebenen orientierenden Vorarbeiten wurden am IZW in Berlin durchgefiihrt. Zu

Beginn der eigenen Untersuchungen wurde als Referenz zunéchst ein HS-SPME-Experiment

iiber mit Kochsalz geséttigtem und gepuffertem Urin durchgefiihrt.
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Wie das Gaschromatogramm in Abbildung 16 zeigt, findet man im Dampfraum iiber dem
erhitzten Urin (Elefantenkuh Kewa, Tierpark Berlin-Freidrichsfelde) ein komplexes Gemisch
fliichtiger Verbindungen. Bei der liberwiegenden Anzahl der Komponenten dieses Gemisches
handelt es sich um Monoterpen- und Sesquiterpenkohlenwasserstoffe, sowie mono-
oxygenierte Monoterpene und Sesquiterpene. Zusdtzlich finden sich {iberwiegend
Nor-Terpenoide, Steroide, Lactone, Alkaloide und Aromaten.

Abgesehen von den Steroiden und dem Substanzcluster der Zielmolekiile, auf dem der Fokus
der Untersuchungen lag, wurden die iibrigen Komponenten dieses Chromatogramms
ausschlieBlich durch GC/MS untersucht. Fiir die meisten Substanzen wurden anhand ihrer
Massenspektren und Retentionszeiten Strukturvorschlige gemacht.

Die Massenspektren einiger Sesquiterpene und monooxygenierter Sesquiterpene konnen
allerdings nur einen geringen Beitrag zu ihrer Strukturaufkldrung liefern, da man in vielen
Spektren iibereinstimmende typische Fragmentionen findet, die aus dem Zerfall der
unterschiedlichen Isoprenoid-Skelette hervorgehen. Aufgrund dieser sehr dhnlichen
Massenspektren und der hédufigen Koelution verschiedener Komponenten konnten keine

eindeutigen Strukturvorschlidge und Aussagen zur absoluten Konfiguration gemacht werden.
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Nr. | Verbindung Int | Nr. | Verbindung Int
E1 | Pipicolin s E56 | Safranal ++
E2 | 4-Heptanon s E57 | n-Decanal

E3 [ Santen + E58 | Terpenalkohol M=152 C4oH1604

E4 | 2-Heptanon (27) s | E59 | 3-Methylnon-2-en-4-on ++
E5 [ Butyrolacton s E60 | 4-Ethenylphenol ++
E6 | a-Pinen s E61 | Carveol +
E7 | Camphen s E62 | Eucarvon s
E8 | Verbenen s E63 | Carvon +
E9 [ 6-Methylheptan-3-on S E64 | unbekannt s
E10 | Benzaldehyd + E65 | Piperiton +
E11 | Dimethyltrisulfid s E66 | m-Propylphenol +
E12 | p-Cymol 5 E67 | 2-Amino-p-cymol +
E13 [ Phenol s | E68 | Trimethylphenol (K) s
E14 [ 3-Octanon + | E69 [ n-Decanol +
E15 [ 2-Pentylfuran s | E70 | Tetramethylphenol (K) s
E16 [ 2-Octanon S E71 | M=194 aromatisch +
E17 | 1,3,8-Menthatrien S E72 | Indol +Thymol +++
E18 | a-Phellandren 5 E73 | Cavacrol +
E19 [ Diethylenglycolmonoethylether (K) + E74 | 2-Aminoacetophenon +
E20 | o-Terpinen 5 E75 | 4-Ethenyl-2-methoxyphenol +++
E21 | m-Cymol s E76 | Undec-2-en-4-on s
E22 | 0-Cymol S E77 | unbekannt ++
E23 [ 2-Ethylhexanol (K) s | E78 | Piperitenon

E24 | fPhellandren s | E79 | 2-Allyl-4-methylphenol +
E25 | 4-Ethyl-2-methyl-(1H)-pyrrol + | E80 ;:g;'t"hyﬁ;‘r’;‘g;;g‘a‘ithy'ethy")'z’2""methy'pmpy" +
E26 | »Terpinen + | E81 | 5-Hydroxy-8a-methyloctahydro-1(2H)-naphthalenon +
E27 | 2-Methyl-6-propylpyridin S E82 | 3-Hydroxy-2,2,4-trimethylpentyl-2-methylpropanoat +
E28 [ 2-Methyl-6-propylpiperidin +++ | E83 | fDamascenon +
E29 | Acetophenon + E84 | Tromethamin +
E30 | unbekannt + E85 Eé](;?y?a?{-:t%z?:r-]l ,r?,7,7a-tetrahydrocyclopenta- +
E31 | p-Cresol +++ | E86 [ unbekannt +++
E32 | Methylcatechol + | E87 |2,2-Dimethylchroman +
E33 [ p-Cymenen + | E88 | pDamascon +
E34 [ Rosenfuran + | E89 [ Dodecanal +
E35 | Campholenaldehyd s E90 [ unbekannt +
E36 | 2-Hydroxy-6-methylenbicyclo[2.2.2]octan ++ | E91 [ 6-Methyl-6-(5-methylfuran-2-yl)-heptan-2-on +
E37 [ Nonanal + | E92 | unbekannt +
E38 | bicyclischer Terpenalkohol M=152 E93 | 2,6-bis-tert. Butylphenol (K) s
E39 [ Terpen E94 | 1-Benzopyran-2-on s
E40 | Isophoron ++ [ E95 | 6-Methyl-6-(5-methylfuran-2-yl)-hept-3-en-2-on +
E41 | p-Menth-2-en-1-ol ++ | E96 | Sesquiterpen KW, zweifach ungesattigt, M=204 +
E42 [ (3E)-Non-3-en-2-on + | E97 | Sesquiterpen KW, zweifach ungesattigt, M=204 s
E43 | Terpenalkohol M=154 C4oH150+ + E98 | unbekannt s
E44 | trans-Verbenol +++ | E99 | 2,6-bis-tert.-Butyl-4-methylphenol (K) +
E45 [ Coumaran ++ | E100 [ Epi-bicyclo-sesquiphellandren, M=204 +
E46 | Camphenilol + | E101 | N-Alkyl-Morpholin S
E47 | 2-Hydroxyacetophenon + [ E102 | Sesquiterpen KW, zweifach ungesattigt, M=204 s
E48 | a-Phellandren-8-ol +++ | E103 | 4-(2,6,6-Trimethylcyclohexa-1,3-dienyl)-but-3-en-2-on | ++
E49 | p-Phellandren-8-ol +++ | E104 | Bicyclosesquiphellandren, M=204 +
E50 [ Borneol +++ | E105 | ~Muurolen

E51 | Cymen-8-ol + Terpinen-4-ol + | E106 [ a-Muurolen +
E52 | Myrtanal + 3-Methylacetophenon + [ E107 | 2,4-bis-tert.-Butylphenol (K) +
E53 | p-Cymen-8-ol + [ E108 | Dihydrobovolid ++
E54 [ Undecan-2-on + | E109 | Sesquiterpen KW, zweifach ungesattigt, M=204 +
E55 | a-Terpineol ++ [ E110 | Bovolid ++
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E145 | unbekannt E183 | unbekannte Substanz Masse = 300

E146 | Dibutylphthalat (K) E184 | unbekannte Substanz Masse = 300

E147 | 18-Norisopimara-4(19)-7,15-trien E185 | Squalen

Nr. [ Verbindung Int | Nr. | Verbindung Int
E111 | 5Cadinen ++ | E148 | Hexadecansaureisopropylester s
E112 | Sesquiterpen KW, zweifach ungesattigt, M=204 + [ E149 | Diterpen CyoH3; +
E113 | unbekannt + | E150 [ Hexadecanol s
E114 | Sesquiterpen KW, zweifach ungesattigt, M=204 + | E151 | 1,5-Diphenylpent-1-en-3-on +
E115 | p-Calacoren + | E152 | unbekannt +++
E116 | unbekannt + [ E153 | n-Butylhexadecanoat +
E117 | Megastigmatrienon ++ [ E154 | unbekanntes Isomer vom Androstenol s
E118 | Terpen + | E155 | unbekanntes Isomer vom Androstenol +
E119 | 2,2,4-Trimethylpentan-1,3-dioldiisobutyrat + [ E156 | unbekannt +
E120 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=218 + | E157 | unbekannt +
E121 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=218 + | E158 | 5a-Androst-2-en-17-on (38) +++
E122 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 s | E159 | 5a-Androst-3-en-17-on +++
E123 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 + | E160 | 5a-Androst-2-en-17p3-ol (39) +++
E124 | Megastigmatrienon Il + | E161 | 5a-Androst-3-en-17j3-ol ++
E125 | unbekannt s | E162 | 5a-Androst-11/12-en-3p-ol +
E126 | Megastigmatrienon Ill + | E163 | 5a-Androst-16-en-3-ol (17) ++
E127 | 2-Hydroxymethylnaphthalin + | E164 | 5a-Androst-16-en-3-on (16) +
E128 | monooxygenierte Sesquiterpene, ++ | E165 | vermutlich ein Diterpen +++
C15H220 / Cy5H240, M = 218 / 220 + [ E166 | vermutlich ein Diterpen +

E129 | =Muurolol, C15H260, M=222 +++ | E167 | unbekanntes Isomer vom Androstenon s
E130 | C4sH260 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=222 + | E168 | 9-Octadecenamid +
E131 | a-Cadinol, C1sH260, M=222 +++ | E169 | Pregnenon s
E132 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 + | E170 | Dioctyladipat (K) s
E133 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 + | E171 | Pregna-2,16-dien-20-on s
E134 | 3,5-Bis(tert. butyl)-4-hydroxypropiophenon (K) + | E172 | unbekannt s
E135 | unbekannt ++ | E173 | 5a-Pregn-2-en-20-on +++
E136 | C15H240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 | ++ | E174 | 5a-Pregn-3-en-20-on +
E137 | unbekannt M=224 +++ | E175 | unbekannte Substanz Masse = 300 +
E138 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 + | E176 | unbekannte Substanz Masse = 300 +++
E139 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 + | E177 | unbekannte Substanz Masse = 302 +++
E140 | C4sH240 / Sesquiterpen, monooxygeniert, M=220 + | E178 [ unbekannte Substanz Masse = 300
E141 | 3,5-Di-tert. butyl-4-hydroxybenzaldehyd (K) s | E179 | unbekannte Substanz Masse = 300
E142 | Di-tert. butylphthalat (K) s | E180 | Di-(2-ethylhexyl)-phthalat (K)
E143 | Hexadecanol + [ E181 | unbekannte Substanz Masse = 298
E144 | 4-Acetyl-2,2,6-trimethylindanon + | E182 [ unbekannte Substanz Masse = 300 +++

+

+

+

Tabelle 1: Strukturvorschldge zu Komponenten des Chromatogramms in Abbildung 16.

Den Nummern der Komponenten im HS-SPME Totalionenstromchromatogramm des Elefantenkuh-Urins ist
jeweils ein E vorangestellt, um die Unterscheidung von den im Text genannten Verbindungen zu erleichtern.
Fiir die Quantifizierung wurden folgende relative Abschitzungen vorgenommen: +++ Komponente mit mehr als
10 % Peakhthe im Vergleich zum intensivsten Peak im Totalionenstromchromatogramms , ++ 5 — 10 %,
+ 1 -5 % und s fiir Spurenkomponenten unter 1 % Intensitit. Verbindungen, die offensichtlich durch eine

Kontamination der Probe aus Probennahme und Aufbewahrung herriihren, wurden mit K gekennzeichnet.
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Abbildung 17: Strukturvorschlége fiir einige Hauptkomponenten und ausgewahlter Verbindungen
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Die Hauptkomponenten im leichtfliichtigen Bereich dieses Chromatogramms sind
iiberwiegend Terpen- und Sesquiterpenkohlenwasserstoffe sowie monooxygenierte Terpene

und Sesquiterpene, wovon hier folgende abgebildet sind:

3-Methyl-2-(3-methyl-2-butenyl)-furan (Rosenfuran) E34
p-Menth-2-en-1-ol (Sabinenhydrat) E41
4,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol (trans-Verbenol) E44
p-Mentha-1,5-dien-8-ol (a-Phellandren-8-ol) E48
p-Mentha-1(7),2-dien-8-ol (f-Phellandren-8-ol) E49
1,7,7-Trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-o0l (Borneol) E50
6,6-Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-2-carbaldehyd (Myrtenal) E55
2-Methyl-5-(1-methylethenyl)-2-cyclohexen-1-on (Carvon) E63
4-Ethenyl-2-methoxyphenol (p-Vinylguaiacol) E75
Epi-bicyclosesquiphellandren E100, 5-Cadinen E111

[-Calacoren E115,

-Muurolol E129

a-Cadinol E131

Vertreter der Norterpene sind
2,3-Dimethyl-bicyclo[2.2.1]hept-2-en (Santen) E3 und
2-Hydroxy-6-methylenbicyclo[2.2.2]octan E36.

160 Unklar ist,

Weiterhin wurde eine Vielzahl an Abbauprodukten der Carotinoide gefunden
ob der Abbau dieser Tetraterpene zu den hier auftretenden fliichtigen Nor-Isoprenoiden mit
9-13 Kohlenstoffatomen durch enzymatische Spaltung oder durch Autoxidation mit Singulett-
Sauerstoff verlduft. Weiterhin wurde nicht untersucht, ob es sich beziiglich der Herkunft
dieser Verbindungen um Inhaltsstoffe der Nahrung oder um Stoffwechselmetaboliten handelt.
Nor-Isoprenoide sind in der Natur weit verbreitet und sind bedeutende Geruch- und

Aromastoffe vieler Pflanzendle.
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Der vermutliche Abbau zu den im Elefantenurin identifizierten Nor-Isoprenoiden ist
ausgehend vom f,Carotin in Abbildung 18 kurz skizziert. Der Einfachheit halber wurde der
Mechanismus nur fiir die detektierten Verbindungen dargestellt. Durch Spaltung zwischen C6
und C7 des Carotinoids ensteht 3,5,5-Trimethylcyclohex-2-en-1-on (Isophoron) (E40) mit
einem C-9-Skelett, und Spaltung zwischen C7 und C8 ergibt 2,6,6-Trimethyl-1,3-
cyclohexadien-1-carboxaldehyd (Safranal) (E56).

Zu den C-13-nor-Isoprenoiden mit Megastigmangeriist, die aus dem Bruch zwischen C9 und
C10 resultieren, gehoren 4-(2,6,6-Trimethyl-1,3-cyclohexadien-1-yl)-2-buten-1-on
(f-Damascenon) (E83), 4-(2,6,6-Trimethyl-1-cyclohexen-1-yl)-2-buten-1-on (#-Damascon)
(E88), 6-Methyl-6-(5-methylfuran-2-yl)-heptan-2-on (E91), 6-Methyl-6-(5-methylfuran-2-yl)-
hept-3-en-2-on (E95), 4-(2,6,6-Trimethylcyclohexa-1,3-dienyl)-but-3-en-2-on (E103) sowie
die Isomere der Megastigmatrienone, von denen hier das 4-[(1E)-1,3-Butadienyl]-3,5,5-
trimethyl-2-cyclohexen-1-one (Megastigmatrienon I) (E117) dargestellt ist. Die Verbindungen
E88 und E95 entstehen durch Umlagerung aus den Epoxiden des B-Ionons (E186) und des

161

Dehydroionons (E187) ', welche jedoch selbst nicht im Urin detektiert werden konnten.

Diese = Umlagerungsprodukte konnten bei Photoreaktionen der entsprechenden

. . . 162.1
5,6-Epoxyionone isoliert werden'®*'%.
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Abbildung 18: Abbauweg der Carotinoide zu den identifizierten C-9, C-10 und C-13 Nor-Isoprenoiden
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(3E)-Methylnon-2-en-4-on (E59) ist trotz seines C;o-Korpers nicht terpenoiden Ursprungs. Es
entsteht nach vorheriger Hydratisierung aus 3,4-Dimethyl-5-pentyliden-2(5H)-furanon

(2,3-Dimethylnona-2,4-dien-4-olid / Bovolid) (E110) durch Decarboxyliemng164’165.

(@]
~ +H,0/-CO, /ﬁ)k/\/\
O B

E110 ES59

Abbildung 19: Hydrolyse und Decarboxylierung von Bovolid (E110) zu (3E)-Methylnon-2-en-4-on (E59)

Verbindung E110 soll genauso wie 3,4-Dimethyl-5-pentyl-2(5H)-furanone (E108)

166

(2,3-Dimethylnon-2-en-4-olid / Dihydrobovolid) durch Photooxidation von Fettsduren > oder

167,168

Furanfettsduren entstehen und wurde erstmals als Spurenkomponente im Butterfett von

Rindern nachgewiesen, woher sich der Name ableitet'®”. Das aufgenommene Massenspektrum

stimmt exzellent mit dem Referenzmassenspektrum aus der Literatur iiberein'"°.

Das Alkaloid 2-Methyl-6-propylpiperidin (Epidihydropinidin) (E28) ist als Bestandteil des
Extrakts von Fichtennadeln (Picea) bekannt'”'. Das oxidierte Analogon 2-Methyl-6-
propylpyridin (E27) wurde allerdings nicht in diesem Zusammenhang als Naturstoff
beschrieben. Das in allen Proben ubiquitidr auftretende p-Cresol (E31) wurde auch bei
Wiederkduern als dominierende neutrale Urinkomponente gefunden. Die Aminosdure
Phenylalanin wird iiber Tyrosin als Zwischenstufe zu p-Cresol metabolisiert' "',

Weitere Komponenten sind neben Dimethyltrisulfid (E11) die Aromaten und Heterozyklen
2-Pentylfuran (E15), 4-Ethyl-2-methyl-(1H)-pyrrol (E25), Dihydrobenzofuran (E45),
2-Hydroxyacetophenon (E47), Indol (E72) und 1-(3,6,6-Trimethyl-1,6,7,7a-tetrahydro-
cyclopenta[C]pyran-1-yl)-ethanon (E85).
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Identifizierung flichtiger Steroide im Elefantenkuh-Urin

In der weiteren Arbeit richtete sich das Hauptaugenmerk auf den Bereich der
schwerfliichtigen Komponenten dieses Chromatogramms, da dort die Steroide und zyklisch
auftretenden unbekannten Verbindungen detektiert wurden. In Abbildung 21 ist zu erkennen,
dass die Steroide Sa-Androst-2-en-17-on (38), Sa-Androst-3-en-17-on (E159), Sa-Androst-2-
en-17B3-ol (39), Sa-Androst-3-en-17B3-ol (E161), Sa-Pregn-2-en-20-on (E173) und Sa-Pregn-
3-en-20-on (E174) vor dem unbekannten Substanzcluster eluieren. Die Steroide liegen jeweils
paarweise als Stellungsisomere mit Doppelbindungen an Position 2 beziehungsweise 3 vor

(Tabelle 2).

38/ E158 | Sa-Androst-2-en-17-on

E159 S5a-Androst-3-en-17-on

39/E160 | Sa-Androst-2-en-173-o0l

E161 | So-Androst-3-en-17f3-ol

E173 | Sa-Pregn-2-en-20-on

E174 | Sa-Pregn-3-en-20-on

Tabelle 2: Ubersicht iiber Substanzen im Retentionsbereich der unbekannten Inhaltsstoffe

Die Massenspektren der Verbindungen wurden unter der Beriicksichtigung ausgewertet, dass
die nachgewiesenen Steroide durch thermische Prozesse entstehen und somit jeweils zwei

isomere Steroide aus einer gemeinsamen Sulfat-Vorstufe entstanden sein kdnnten:

O
("3 A, -H,S0, +
HO—ﬁ—O
O
C10H3005S C1oH280 C19H280
40 38 E159

Abbildung 20: Moglicher thermischer Prozess zur Bildung fliichtiger S5o.-Androsten-17-one (38 und E159) aus
Sa-Androstan-17-on-33-sulfat (40) unter Bedingungen der HS-SPME.
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Das Massenspektrum von Sa-Androst-2-en-17-on (38) mit der Unsittigung an Position C-2 in
Abbildung 22 zeigte als Basispeak ein Signal bei m/z = M'-54, was einer Abspaltung von
Butadien als Folge einer Retro-Diels-Alder Spaltung (RDA-Spaltung) im Ring A entspricht.
Daraus ensteht unter Eliminierung von Kohlenmonoxid das Signal bei m/z 190.

Die Fragmentierungen konnen auch in umgekehrter Reihenfolge unter Eliminierung von
Kohlenmonoxid aus dem Molekiilion zum Signal bei m/z 244 und anschlieBender RDA-
Spaltung zum Signal bei m/z 190 verlaufen. Der Verlust einer Methylgruppe aus dem
Molekiilion fiihrt zum Signal bei m/z 257

Das isomere Steroid Sa-Androst-3-en-17-on (E159) mit gleicher Molekiilmasse von
272 g/mol und der Unsittigung an Position 3 zeigt als Basispeak das Molekiilion. Dies
fragmentiert weniger signifikant unter Abspaltung einer Methylgruppe zum Signal bei m/z
257. Die abgespaltene Mehylgruppe liegt vermutlich benachbart zur Carbonylgruppe, da das
entstechende  Kation mesomeriestabilisiert ist.  Nachfolgende Eliminierung von
Kohlenmonoxid fiihrt zum Signal bei m/z 229 (Abbildung 23). Auch hier ist zusédtzlich die
umgekehrte Reihenfolge der Fragmentierung zu erkennen. Eliminierung von Kohlenmonoxid
aus dem Molekiilion fiihrt zum Signal bei m/z 244 und nachfolgender Verlust einer
Methylgruppe zum Signal bei m/z 229.
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Abbildung 22: Massenspektrum von 5o-Androst-2-en-17-on (38)
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Abbildung 23: Massenspektrum von Sa-Androst-3-en-17-on (E159)
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Abbildung 24: Massenspektrum von 5o-Pregn-2-en-20-on (E173)
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Abbildung 25: Massenspektrum von Sa-Pregn-3-en-20-on (E174)

Bei den detektierten Steroiden des Pregnantyps wurde ein  vergleichbares
Fragmentierungsverhalten gefunden. Wie in obigen Abbildungen ersichtlich, ist die
Hauptfragmentierungsreaktion bei Unséttigung an Position 2 ebenfalls die RDA-Reaktion
zum geradzahligen Fragment mit der Masse m/z 246, wéhrend bei Unséttigung an Position 3
ebenfalls eine weniger charakteristische Fragmentierung vorherrscht, die mit Eliminierung
von Kohlenmonoxid oder Abspaltung einer Methylgruppe beginnt.

Dieses Fragmentierungsmuster ist analog auch fiir die anderen identifizierten A2- und A3-

Steroide mit der Hydroxylgruppe an Stelle der Carbonylgruppe giiltig.
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Identifizierung unbekannter Zielsubstanzen

Massenspektren der Zielsubstanzen:

Der oben erwéhnte Cluster unbekannter Verbindungen mit Massenspektren, die an Steroide
erinnern, besteht aus mindestens acht Substanzen, die in Tabelle 3 aufgefiihrt sind. Unter den
gewdhlten MeBbedingungen koeluieren die unbekannten Hauptkomponenten E176 und E177

teilweise. Die Massenspektren der Verbindungen sind auf den folgenden Seiten abgebildet

und werden anschlieflend diskutiert.

E175

unbekannte Substanz m/z 300

E176

unbekannte Substanz m/z 300

E177

unbekannte Substanz m/z 302

E178

unbekannte Substanz m/z 300

E179

unbekannte Substanz m/z 300

E181

unbekannte Substanz m/z 298

E182

unbekannte Substanz m/z 300

E184

unbekannte Substanz m/z 300

Tabelle 3: Ubersicht {iber die unbekannten Inhaltsstoffe des Substanzclusters
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Abbildung 26: Massenspektrum der unbekannten Substanz E175
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Abbildung 27: Massenspektrum der unbekannten Substanz E176
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Abbildung 28: Massenspektrum der unbekannten Substanz E177
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Abbildung 29: Massenspektrum der unbekannten Substanz E178
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Abbildung 30: Massenspektrum der unbekannten Substanz E179
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Abbildung 31: Massenspektrum der unbekannten Substanz E181
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Abbildung 32: Massenspektrum der unbekannten Substanz E182
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Abbildung 33: Massenspektrum der unbekannten Substanz E184
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Bestimmung der atomaren Zusammensetzungen:

Die unbekannten Substanzen E175-E179 sowie E181, E182 und E184 zeigten ein von den
Steroiden abweichendes Fragmentierungsmuster. Wichtige Fragmentierungsreaktionen des
Molekiilions beinhalten die Abspaltung von Fragmenten der Massen m/z 44 und 15 sowie 43
oder 28. Es ist jedoch keine RDA-Abspaltung von Butadien (M'-54) zu erkennen. Daher
wurde angenommen, dass es sich vermutlich nicht um strukturanaloge Steroide handelt.
Von den Verbindungen E176, E177, E181, E182 und Sa-Androst-2-en-17-on (38) konnte mit
Hilfe hochaufldsender Massenspektrometrie die atomare Zusammensetzung der Molekiilionen
und intensivsten Fragmente bestimmt werden (Tabelle 4). Androstenon (38) diente bei diesem
Experiment als Referenz.

Die Unterschiede im Fragmentierungsverhalten von den Steroiden und unbekannten
Verbindungen erzeugte erste Zweifel an der Arbeitshypothese, dass die Verbindungen des
Substanzclusters Steroide seien. Die Daten der atomaren Zusammensetzung verstiarkten diese
Bedenken, da natiirlich auftretende Steroide dieser Molekiilmassen Geriiste mit 19 oder 21
Kohlenstoffatomen haben und in der durchgefiihrten Bestimmung der atomaren

Zusammensetzung eine gerade Kohlenstoffanzahl ermittelt wurde.
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Summen- Gefundene Berechnete =~ Abweichung  Abweichung DBE!

formel Masse Masse mDa ppm
Sa-Androst-2-en-17-on (38)
Ci9H250 272,2150 272,2140 -1,00 3,67 6
CigHys0 257,1923 257,1905 -1,78 6,90 6,5
Ci5sH»,0 218,1685 218,1670 -1,52 6,99 5
CisHp 190,1730 190,1721 -0,88 4,60 4
CioHi7 161,1323 161,1330 0,73 -4,50 4,5
Unbekannte Substanz E176
C10H230, 300,2111 300,2089 -2,20 7,33 7
Ci9H50, 285,1853 285,1854 0,10 -0,35 7,5
CisH230, 271,1704 271,1698 -0,57 2,12 7.5
CioHzg 256,2180 256,2191 1,15 -4,49 6
CisHas 241,1968 241,1956 -1,20 4,98 6,5
Ci17Hz3 227,1804 227,1799 -0,50 2,20 6,5
Ci6Hzi 213,1653 213,1643 -1,02 4,81 6,5
Unbekannte Substanz E177
C,0H300, 302,2252 302,2247 -0,53 1,76 6
Ci9H,70, 287,2001 287,2012 1,07 -3,71 6,5
Ci17H230, 259,1718 259,1698 -1,95 7,52 6,5
Ci17H2,0, 258,1624 258,1619 -0,47 1,84 7
CioHszo 258,2306 258,2347 4,10 -15,88 5
CisHa7 2432141 2432112 -2,90 11,92 5,5
Ci6Hzs 215,1812 215,1799 -1,32 6,16 5,5
CioHy7 161,1317 161,1330 1,33 -8,22 4.5
Unbekannte Substanz E181
C0H260, 298,1968 298,1932 -3,60 12,07 8
Ci9H230, 283,1725 283,1698 -2,70 9,53 8,5
CisHas 239,1787 239,1799 1,20 -5,02 7,5
Unbekannte Substanz E182
C,0H230, 300,2086 300,2089 0,30 -1,00 7
Ci9H50, 285,1849 285,1854 0,50 -1,75 7.5
Ci17H,10, 257,1521 257,1541 2,00 -7,78 7,5
CigHps 239,1773 239,1799 2,65 -11,08 7.5
CioHis 136,1228 136,1252 2,40 -17,63 3
CioH;s 135,1157 135,1173 1,60 -11,84 3,5

Tabelle 4: Atomare Zusammensetzungen der intensivsten Fragment- und Molekiilionen von Androstenon (38)
und den unbekannten Verbindungen E176, E177, E181 und E182, bestimmt durch hochauflésende

Massenspektrometrie

"In einem vollstandig gesittigten Molekiil, welches nur Kohlenstoff und Wasserstoff enthilt,
berechnet sich die Anzahl der Wasserstoffatome aus der Anzahl der Kohlenstoffatome nach folgender Formel:

Anzahl H =2 x Anzahl C +2
Die Anzahl der Doppelbindungsédquivalente (DBE) lisst sich somit wie folgt berechnen:

(2x Anzahl C + 2) — Anzahl H
2

Doppelbindungsédquivalente (Ringe + Doppelbindungen) =
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Isolierung der Zielsubstanzen

Extraktion des Elefantenkuh-Urins

SPME-Experimente mit Polydimethylsiloxan-, Carboxen/Polydimethylsiloxan- und mit
Carbowax/Divinylbenzol-Phasen zeigten eine deutlich verminderte Adsorption der
Zielsubstanzen im Vergleich zur Polyacrylat-Phase (PA). Die Zielsubstanzen konnten nur
noch anhand ihrer charakteristischen Ionenspuren im GC/MS-Chromatogramm und nicht
mehr als Hauptkomponenten detektiert werden. Aufgrund dieser unterschiedlichen Affinitét
der Phasen zu bestimmten Substanzklassen konnte die Quantitit der Zielsubstanzen im Urin
nicht abgeschitzt werden. Um eine Strukturaufkldrung erfolgreich durchfithren zu koénnen,
war die Isolierung der Zielsubstanzen fiir Derivatisierungsreaktionen und NMR-Experimente
erforderlich.

Dazu erfolgte eine mehrmalige Extraktion des Urins mit Dichlormethan. Die
Zielverbindungen konnten in diesem tiefbraunen Dichlormethanextrakt jedoch nicht
nachgewiesen werden. Dieser Extrakt enthielt liberwiegend Cresol sowie einige terpenoide,
leichtfliichtige Verbindungen, die das Chromatogramm beherrschten.

Im Retentionszeitbereich der Zielsubstanzen konnte lediglich das Enterolacton (42)
(Abbildung 34), welches im Verdauungstrakt bei Sdugetieren durch bakterielle

Metabolisierung von Lignanen aus pflanzlicher Ernihrung gebildet wird'’*, nachgewiesen

werden.
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Abbildung 34: Massenspektrum und Struktur von Enterolacton (42)
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Daher wurde eine Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) des Urins
durchgefiihrt'”, bei der Umkehrphasen (reversed phase) SPE Kartuschen mit
polymergebundenen Octyl- und Octadecylketten unter verschiedenen Bedingungen zum
Einsatz kamen.

Die C18-Phase hielt die gewiinschten Zielverbindungen quantitativ zuriick. Eluieren mit
Methanol ergab einen mit den Zielverbindungen angereicherten Extrakt. Die Kontrolle
erfolgte durch Einengen des Extrakts, Zugabe von gesittigter Kochsalzlésung und Puffer
durch Anreicherung iiber HS-SPME (Polyacrylat-Phase) und Detektion mittels GC/MS.
Da der Organismus Steroide als Sulfate und Glucuronide iiber den Urin ausscheidet, erfolgten
verschiedene Versuche, diese Konjugate zu hydrolysieren. Dazu wurden wiederholt

176,177

enzymatische Methoden mit B-Glucuronidasen und Sulfatasen angewandt sowie eine

179,180,181 4o hydrolysierten

alkalische Hydrolyse'”™ durchgefiihrt. Derivatisierungsreaktionen
Ansatzes erfolgten mit Methoxylaminhydrochlorid und N-Methyl-N-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamid. Da keine derivatisierten Steroide durch GC/MS detektiert werden konnten,
wurden die Experimente mit kiuflichen Steroidkonjugaten wiederholt (Natriumsalz des
Dehydroisoandrosteron-3-sulfats, Natriumsalz des Pregnenolonsulfats, beides Sigma, sowie
Natriumsalz des 20-Oxo-5-B-pregnan-3-a-yl-B-D-glucuronids, Aldrich). Dabei zeigten sich
die prinzipielle Durchfiihrbarkeit und Validitit der angewandten Methoden.

Daraus konnte geschlossen werden, dass es sich bei den unbekannten Zielsubstanzen nicht um
Steroide oder deren Derivate handelte.

Daraufhin wurden Derivatisierungsexperimente, sowohl des Rohextrakts der C18-
Umkehrphasen Anreicherung, als auch des hydrolysierten Extrakts mit Diazomethan in
Pentan, Acetanhydrid und Trifluoracetanhydrid durchgefiihrt. Dabei konnten jedoch keine
acetylierten, triflouracetylierten oder methylierten Derivate der Zielverbindungen
nachgewiesen werden. Als schwerfliichtige Hauptkomponente der Silylierung konnte das

zweifach silylierte Derivat des Enterolactons (42) durch GC/MS detektiert werden.
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Abbildung 35: Massenspektrum und Struktur von 2,3-Bis-(3'-trimethylsilyloxybenzyl)butyrolacton (43)

Loslichkeitsversuche mit dem methanolischen Festphasenextrakt nach Einengen im
Stickstoffstrom ergaben eine nur geringe Loslichkeit des Riickstandes in Pentan und
Ethylacetat. Die Analyse des Ethylacetatiiberstands per GC/MS zeigte die angereicherten
underivatisierten Zielverbindungen als Hauptkomponenten.

Daher wurden 25 ml frischer Elefantenkuh-Urin mittels C18-SPE extrahiert. Die Kartuschen
wurden mit Methanol eluiert und das Methanol im Stickstoffstrom entfernt. Der Riickstand
wurde im Ultraschallbad dreimal mit je 20 ml Pentan / Ethylacetat 1:1 extrahiert. Die
vereinigten Extrakte wurden eingeengt und in 500 pl Ethylacetat aufgenommen. Von diesem

Extrakt wurde 1 pl per GC/MS untersucht (Abbildung 36).
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Aus Abbildung 36 wird ersichtlich, dass die Zielverbindungen zu Hauptkomponenten
angereichert wurden und bis auf einige leichtfliichtige Verbindungen gut von den restlichen
Verbindungen abgetrennt wurden. Steroide konnten nicht nachgewiesen werden.
Diese Methode erwies sich somit als brauchbar zur Anreicherung der nur in geringen Mengen
vorkommenden Zielsubstanzen. Allerdings war die quantitative Zusammensetzung der
Verbindungen E175-E179 sowie E181, E183 und E184 verglichen mit dem SPME-Experiment
verdndert. Von den unter diesen Bedingungen koeluierenden Verbindungen E176 und E177
lag die Verbindung E177 in deutlich groferer Konzentration vor.

Die Zuginglichkeit der zu Hauptinhaltsstoffen angereicherten Zielsubstanzen im
methanolischen Extrakt der SPE machte eine weitere Untersuchung mittels hochauflosender
Massenspektrometrie nach chemischer lonisierung bei atmosphérischem Druck mdglich
(Atmospheric pressure chemical ionization, APCI).

Die Analyten in methanolischer Losung wurden direkt mittels Spritzenpumpe ohne
chromatographische Trennung in die Ionenquelle {iberfiihrt und nach Ionisierung im positiven
Modus konnte die atomare Zusammensetzung der protonierten Pseudomolekiilionen bestimmt
werden. In Tabelle 5 ist zu beachten, dass der Masse M = 300 g/mol der Inhaltsstoffe E175,
E176, E178, E179, E182 und E184 aus den massenspektrometrischen Experimenten mit
Einheitsmassenauflosung (LR) die genaue und hochaufgeloste Masse M = 301,2162 g/mol
und damit verbundene identische atomare Zusammensetzung zugeordnet wurde. Es konnte
kein weiteres hochaufgelostes Massensignal bei der Masse m/z 301 mit diesem Experiment

der Direktinjektion detektiert werden

Verbindung Summen- Gefundene Berechnete Abweichung Abweichung DBE

formel Masse Masse mDa ppm
E177 CyH30, 303,2332  303,2324 -0,80 2,64 55
E175, E176, E178
E179, E182, E184 (Cy0H290, 301,2162  301,2167 0,50 -1,66 6,5
E181 C0H27,0, - 299,2011 - - -
E42 CigHi9O4  299,1281  299,1283 0,20 -0,67 9,5

Tabelle 5: Atomare Zusammensetzung der intensivsten Pseudomolekiilionen bestimmt durch hochauflésende

Massenspektrometrie (APCI, positiv)
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Obwohl statt der protonierten Zielsubstanz E181 mit der erwarteten atomaren
Zusammensetzung Cy0H»70, vermutlich das Pseudomolekiilion des Enterolactons (42) mit der
Summenformel C;sH;9O4 gefunden wurde, entsprechen die iibrigen gefundenen atomaren
Zusammensetzungen denen der Pseudomolekiilionen der Zielverbindungen. Das
Massensignal des Pseudomolekiilions von E181 wurde vermutlich von dem sehr intensiven
Signal des Enterolactons iiberlagert.

Damit konnte davon ausgegangen werden, dass die Zielsubstanzen keine Artefakte von
thermolabilen Precursorn sind, die sich unter den Bedingungen der Gaschromatographie bei
hohen Injektor- und Chromatographietemperaturen bilden.

Zur Strukturaufkliarung der unbekannten Substanzen wurden groBere Mengen Elefantenkuh-
Urin bendtigt. Daher wurden vom IZW Berlin weitere 10 L, die vorab auf Anwesenheit der
Zielsubstanzen tberpriift wurden, bereitgestellt. Aus diesen 10 L konnte in 10 Extraktions-
Durchgingen mittels RP18-Festphasenextraktion eine methanolische Fraktion erhalten
werden, in der die Zielanalyten angereichert waren. Einengen dieser Fraktion unter
Stickstoffstrom und Extraktion des festen Riickstands mit Pentan und Ethylacetat ergaben

eine weitergehende Anreicherung.
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Chromatographische Trennung

Zur Strukturaufkldrung der unbekannten Substanzen im Urin der Elefanten wurde zunichst
die Isolierung der einzelnen Verbindungen angestrebt.

Die Trennung der vereinigten Pentan- und Ethylacetatextrakte durch Sdulenchromatographie
an Normalphasenkieselgel (ICN) mit einem Laufmittelgradienten von Pentan zu Ethylacetat
gelang nicht. Dabei zeigte sich zwar, dass die unbekannten Zielsubstanzen von polaren
Begleitkomponenten abgetrennt wurden, doch eluierte der Cluster anndhernd ungetrennt. Die
Trennung an Kieselgel erwies sich somit als ungeeignet.

Die gute gaschromatographische Trennung des Substanzclusters an einer mittelpolaren
GC-Phase (OV-1701) legte nahe, die an Kieselgel vorgereinigten Verbindungen mittels
praparativer Gaschromatographie rein zu gewinnen. Nach Einengen im Wasserbad bei 50 °C
und Stickstoffgegenstrom wurde der an Zielkomponenten angereicherte Extrakt in Portionen
von wenigen Mikrolitern sukzessive im Gaschromatographen getrennt. Hierfiir wurde die im
experimentellen Teil beschriebene Gerédtekonfiguration eingesetzt. Es konnten jedoch nur
zwei Verbindungen in ausreichender Menge zur vollstindigen NMR-Charakterisierung rein
gewonnen werden. Hier erschwerten die geringen Substanzmengen, Kontamination der
Fraktionen durch S&ulenbluten bei hohen Elutionstemperaturen sowie die unvollstindige
Trennung des komplexen Gemisches mit sehr dhnlichen Retentionszeiten an verschiedenen

GC-Phasen die Isolierung weiterer Komponenten.

Ethylacetat-Extrakt der methanolischen SPE-Fraktion mit Zielsubstanzen

1 1
Chromatographie Uber Kieselgel RP-HPLC
gereinigter Substanzcluster Reinsubstanzen
— E175+E177 und E181-E182

praparative Gaschromatographie

~ -

Reinsubstanzen E176 und E181

Abbildung 37: Extraktions- und Aufarbeitungsschema nach Festphasenextraktion (SPE)
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SchlieBlich gelang eine weit reichende Auftrennung des Gemisches mittels Reversed-Phase-
HPLC. Dazu konnten die methanolischen Eluate der Festphasenextraktion ohne weitere
Reinigung eingesetzt werden. Dafiir wurde der Extrakt zur Trockene eingeengt, in
Methanol/Wasser 80:20 aufgenommen und anschlieBend {iiber eine préparative
Umkehrphasen-Sdule mit einem Methanol/Wasser Gradienten getrennt. Die Peakerkennung

erfolgte mittels UV-Detektion bei 185 nm.

E182

E181

E176 E175
+

+
E184 E178

|y
—

— T T

LI S S S S R B EU B B S S B S S S N S B

— T T — T T 7
RT [min] 50.00 30.00 20.00 10.00 00.00

Abbildung 38: Priparative HPLC Trennung des Ethylacetatextraktes der Festphasenextraktion
(0-15 min MeOH/H,0 85:15, 15-50 min Gradient, 50-60 min 100% MeOH, Flow = 6 ml/min, UV bei 185 nm).

Die Intensitéiten der einzelnen Peaks im Chromatogramm sind aufgrund der unterschiedlichen
chromophoren FEigenschaften und damit unterschiedlichen Absorptionskoeffizienten der
jeweiligen Verbindungen nicht proportional zu deren Konzentration in der Probe

(vgl. Gaschromatogramm Abbildung 36).
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Strukturaufklarung von Diterpenen mit Pimaran- und Abietanskelett

Diterpene

Im folgenden Kapitel wird die Strukturaufkliarung der unbekannten Zielverbindungen mit
Hilfe NMR-spektroskopischer Methoden diskutiert. Dabei stellte sich heraus, dass diese
Naturstoffe zu einer Gruppe neuer Diterpenlactone mit Skeletten des Pimaran- und
Abietantyps gehoren. Die Bezeichnung der Geriiste und die Nummerierung der Positionen

erfolgt analog dieser Diterpenskelette und ist in Abbildung 39 dargelegt.

17 16

44 45

Abbildung 39: Pimaran- (44) und Abietanskelett (45) mit Ringbezeichnungen und Nummerierung

Beide Strukturen besitzen eine tricyclische Perhydrophenanthrenstruktur, deren IUPAC-
Namen 7-Ethyltetradecahydro-1,1,4a,7-tetramethyl-phenanthren (44) (Pimaran-Skelett) und
Tetradecahydro-1,1,4a-trimethyl-7-(1-methylethyl)-phenanthren (45) (Abietanskelett) lauten.
Basierend auf diesen Geriisten treten isomere Diterpenkohlenwasserstoffe in der Natur auf.
Die korrespondierenden Diterpencarbonsduren entstehen durch selektive Oxidation der
Methylgruppe an der Position C-18.

Abietin- (46), Levopimar- (47), Neoabietin- (48), Palustrin- (49), Isopimar- (50), Pimar- (51),
und Sandaracopimarsdure (52) sind im Harz von Pinusarten enthalten und werden daher auch
Harzsduren (engl. resin acids) genannt'®*'** Aus den Siuren des Abietantyps (45) entsteht
durch Oxidation schnell die Dehydroabietinsdure (53), die zusdtzlich zu den eigentlichen

Harzsauren auftritt (Abbildung 40, b).
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50 51 52 53

Abbildung 40: Strukturen der Diterpenkohlenwasserstoffe vom Abietan- und Pimarantyp (a) und deren
korrespondierende Harzsduren (b). Geriiste der Abietangruppe (als Sauren, b): Abietin- (46), Levopimar- (47),
Neoabietin- (48) und Palustrinsédure (49). Geriiste der Pimarangruppe (als Séuren, b): Isopimar- (50), Pimar-
(51) und Sandaracopimarsdure (52). Dehydroabietinsdure (53) ist ein Oxidationsprodukt der Sduren aus der

Abietangruppe

Allerdings liegen trotz der anellierten Sechsringe keine klassischen axialen und dquatorialen
Positionen vor, da die identifizierten Strukturen durch bicyclische Uberbriickung des Ring 1
und unterschiedlich starke Unséttigungen der Ringe 2 und 3 keine typischen Sessel- und
Wannenkonformationen ausbilden konnen. Die energetisch giinstigste Konformation der
einzelnen Molekiile, welche durch einfache Molecular Modelling-Berechnungen erhalten
wurde, dient im Folgenden als rdumliche Darstellung zur Veranschaulichung dieser
Problematik®.

Zum besseren Verstindnis der Zuordnung der NMR-Signale werden die diastereotopen
Methylenprotonen, soweit diese eine ausreichende Auflosung im Spektrum besitzen, durch
die Indizes ax fiir axiale und eq fiir dquatoriale Orientierung unterschieden. Liegen
Kopplungen mit Kopplungskonstanten unter 0.5 Hz vor, so kann unter diesen
Messbedingungen die Kopplung nicht aufgeldst und erkannt werden. Schwache Kopplungen

werden in den Tabellen durch w gekennzeichnet.

* Durchgefiihrt mit dem Programm Chem3D Ultra 9.0, Molecular Modeling and Analysis, CambridgeSoft Corp.,
USA, 2004
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Strukturaufklarung von Substanz E176 durch NMR-Spektroskopie

Die Hauptkomponente E176 konnte durch praparative Gaschromatographie des an Kieselgel
vorgereinigten  Substanzclusters abgetrennt werden. Aufgrund der grofen Anzahl
diastereotoper Protonensignale und der kleinen Substanzmenge gelang die Strukturaufklérung
von E176 nur mit Hilfe eines Avance DRX 700 Spektrometers.

Von E176 konnten ein 'H-NMR- und "*C-NMR-Spektrum sowie die zweidimensionalen
Spektren HMQC (‘H-"’C-COSY), HMBC, COSY90 ('H-'H-COSY) und NOESY
aufgenommen werden. Durch die hier diskutierte Analyse der NMR-Daten konnte E176
eindeutig als der neue Naturstoff 2-Hydroxyisopimarsdurelacton identifiziert werden.
2-Hydroxyisopimarsdurelacton (E176) besitzt die Summenformel C;0Hps0, mit der Masse
300 g/mol und verfligt iiber 6 stereogene Zentren an den Positionen 2, 4, 5, 9, 10 und 13,
wodurch die Protonen der Methylengruppen an den Positionen 1, 3, 6, 11, 12 und 14 eine
diastereotope Aufspaltung zeigen.

Der Tieffeldbereich des "H-NMR von E176 zeigt drei olefinische Protonen, die mit Hilfe der
HMQC-Untersuchungen  ihren  Kohlenstoffatomen  zugeordnet werden  konnten
[0m;0c = 5.81;150.87 (Pos. 15), 5.44;123.37 (Pos. 7) und 4.89;109.88 ppm (Pos. 16)].
Das Signal von H-15 bei 0y = 5.81 ppm stellt ein Dublett eines Dubletts dar, in dem die
Kopplungskonstanten von 10.8 Hz fiir die cis- und 17.5 Hz fiir die trans-Kopplung mit den
terminalen Methylenprotonen an H-16 enthalten sind. Die Kopplungskonstante von 10.8 Hz
findet man bei oy = 4.85 ppm wieder. Dieses Dublett der cis-Kopplung mit dem zum
Molekiilrest (E)-stdndigen terminalen Methylenproton ist zusétzlich noch aufgrund einer
geminalen Kopplung mit 1.4 Hz aufgespalten. Das andere terminale Methylenproton H-16 in
trans-Position zu H-15 und (Z)-stindig zum tetrazyklischen Molekiilgeriist liegt bei
Oy = 4.94 ppm und die Kopplungskonstanten von 17.5 und 1.4 Hz werden hier ebenfalls
wiedergefunden. Somit ist das Strukturelement einer Ethenylgruppe an einem quartiren
Kohlenstoff einwandfrei zugeordnet. Fiir das olefinische Proton bei oy = 5.44 ppm kann
anhand des Protonenspektrums keine Aussage zu Kopplungspartnern gemacht werden, da die
Kopplungskonstanten zu klein sind und es somit als nicht aufgelostes breites Singulett
erscheint.

Das Proton an einem eine Acyloxyfunktion tragenden Kohlenstoff an H-2 bei oy = 4.73 ppm
zeigt ein Pseudotriplett mit der Kopplungskonstante 5.7 Hz und resultiert aus der
Superposition zweier Dubletts mit beinahe gleichgroBer Kopplungskonstante aus Kopplungen

zu den Protonen an H-1 und H-3.
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Abbildung 41: 700 MHz-'H-NMR Spektrum von 2-Hydroxyisopimarsiurelacton (E176) in Aceton-dg mit

LL-BN

Strukturformel mit hier angewandter Nummerierung.

Abbildung 42: Ausschnitte des 700 MHz-"H-NMR Spektrums der Komponente (E176) in Aceton-dg und deren



Im Hochfeldbereich des "H-Spektrums sind annéhernd alle Signale in Aceton-dg bei 700 MHz
separiert. Wichtige Strukturinformationen ergeben die drei Methylgruppensignale, deren
fehlende Aufspaltung aus einer Substitution an quartiren Kohlenstoffatomen resultiert
(Om,0c [ppm] = Me-17: 0.87, 21.89; Me-19: 1.13, 16.98; und Me-20: 1.18, 21.92).
Zusitzlich ist das Kopplungsmuster der Protonen an Position 1 und 3 separiert und aufgeldst.
Das Signal bei = 2.13 ppm entspricht dem Dublett eines Dubletts fiir das dquatoriale Proton
der Position 1. Die Kopplungskonstanten sind 15.6 Hz fiir die geminale und 5.9 Hz fiir die
3J-Kopplung zum Proton H-2. Bei 8y = 1.79 ppm liegt als Signal des axialen Protons ein
Dublett mit der Kopplungskonstante von 15.6 Hz. Diese resultiert aus der J Kopplung zum
dquatorialen Proton. Die >J-Kopplung dieses Protons ist aufgrund der geometrischen
Anordnung der Protonen zu gering, um beobachtet zu werden.

Ahnlich verhilt es sich mit den Protonen an Position 3. Das dquatoriale Proton H-34 ist durch
den Anisotropiekegel der Carbonylgruppe stark zu tieferem Feld verschoben (8y = 2.64 ppm),
und es wird ausschlieBlich die geminale “J-Kopplung zu H-3, bei 8y = 1.84 ppm, die zu
einem Dublett mit der Kopplungskonstanten von 12.4 Hz fiihrt, beobachtet. Das Proton
H-3.4 weist neben der geminalen Kopplung zu H-3,, mit 12.4 Hz noch die vicinale Kopplung
zu H-2 mit einer Kopplungskonstanten von 5.6 Hz und eine Fernkopplung mit 1.4 Hz auf. Ein
Kopplungspartner der Fernkopplung mit gleicher Kopplungskonstante kann nicht bestimmt
werden, da die Signale potentieller Kopplungspartner nicht aufgelost sind.

Durch vier Methylengruppen mit diastereotopen Protonen an den Positionen 6, 11, 12 und 14
sowie Allyl- und Homoallylkopplungen ist die Multiplizitit der verbleibenden Protonen der
Ringe 2 und 3 zu komplex und nicht ausreichend aufgelost, um durch Auswertung der
Kopplungskonstanten weitere Strukturinformationen zu erhalten. Die Reihenfolge der

Protonensignale einzelner Spinsysteme erfolgte durch Auswertung des COSY90-Spektrums.
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Abbildung 43: BC-Spektrum von 2-Hydroxyisopimarséurelacton (E176), 100.6 MHz, Aceton-ds

Die chemischen Verschiebungen aller 20 Kohlenstoffe konnten anhand der “C-NMR-
Spektroskopie ermittelt werden. Besonders signifikante Signale sind das Kohlenstoffatom der
Carboxylgruppe des Lactonringes mit einer chemischen Verschiebung von ¢ = 182.71 ppm,
vier olefinische Kohlenstoffatome mit 6¢ = 159.87, 133.54, 123.37 und 109.88 ppm sowie das
Kohlenstoffatom mit 8¢ = 76.20 ppm, das die Acyloxyfunktion trigt. Die ermittelten Daten
stimmen gut mit Literaturdaten von Isopimarsiure (50) iiberein'**. Lediglich der Kohlenstoff
an Position 2 von E176 weist aufgrund seiner Acyloxygruppe eine deutlich unterschiedliche
chemische Verschiebung zu den Literaturwerten von 50 auf. Die Kohlenstoffatome der
Positionen 1, 4 und 20 von E176 =zeigen kleine Abweichungen der chemischen
Verschiebungen im Vergleich zu 50 aufgrund unterschiedlicher chemischer Umgebung und
verdnderter Konformation des Ringes 1 durch den Lactonring. Die zu den Protonensignalen
gehorenden Kohlenstoffatome konnten mit Hilfe des HMQC-Spektrums identifiziert werden
und durch (°C-'H)-long range Korrelationen (aus HMBC-Spektren) wurde die
Verkniipfungsreihenfolge der unterschiedlichen Spinsysteme iiber die quartidren Kohlenstoffe
bestitigt. In Tabelle 6 sind alle COSY90-, HMBC- und NOESY-Kreuzsignale aufgefiihrt, mit

denen die Struktur des neuen tetrazyklischen Diterpenlactons E176 bewiesen wurde.
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Pos

o]

10
11*

12%*

13
14

15
16
17
18

19
20

5 °c
43.39

76.20

36.32

41.85
45.23

26.14

123.37

137.54
54.72

33.05
20.68

36.40

37.73
46.34

150.87
109.88
21.89

182.71

16.98
21.92

5 'H
1.79-ax d

2.13-eq dd
473 dd
1.84-eq” dd

2.64-ax d

1.75 dd
2.01-eq”

2.09-ax m
544 m

1.84*m

1.45-ax m
1.58-eq m
1.41-ax m

1.48-eq m

1.93-eq m
2.01-ax"
5.81dd

4.85 dd (E)
4.94 dd (2)
0.87s

1.13s
1.18 s

COSY90
H-1-eq, H-2 w,
Me-20 w
H-1-ax, H-2

H-1-ax w, H-1-eq,
H-3- eq, H-3-ax W
H-2, H-3-ax

H-2 w,H-3-eq

H-6-ax,

H-6-eq

H-5, H-6-ax,

H-7, H-14-eq

H-5 w, H-6-eq, H-7
H-6-ax, H-6-eq, H-9,
H-14-eq, H-14-ax
H-7,

H-11-eq, H-11-ax

H-9, H-11-eq,
H-12-ax, H-12-eq
H-9, H-11-ax,
H-12-eq, H12-ax
H-11-ax, H-11-eq,
H-12-eq

H-11-ax, H-11-eq,
H-12-ax

H-7 w, H-12-eq w,
H-14-ax

H-6-eq, H-7, H-14-eq
H-16

H-15

HMBC
C-2, C-3, C-9,C-10,
Me-20

C-5, C-10, Me-20

C-4, C-10, C-18
C-1,C-2,C+4, C-5,

C-18w, C-19
C-2w,C4,C-5,C-18

C-3w, C-6, C-9, C-18,
C-20
C-7,C-8

C-5, C-10, Me-20
C-6,C-9,C-14

C-1

C-9, C-12,C-13 w
C-8,C-9,C-12,C-13
C-9, C-11, C-13

C-9, C-11, C-13, C-14
C-7,C-8,C-9, C-12,
Me-17 w

C-7,C-8, Me-17
C-12, C-13, C-14,
Me-17

C-13,C15

C-12, C-13, C-14, C15,

NOESY

H-1-eq, H-2 w,
H-11-eqw,

H-1-ax, H-2, H-3-ax w,
H-11-eq w, Me-20
H-1-eq, H-1-ax,
H-3-eq, H-3-ax

H-2 w, H-3-ax, Me-19

H-1-eq w, H-2 w, H-3eq,
Me-19 w, Me-20

Me-19 w, H-9, H-6-eq
H-5 w, H-6-ax, H-7, Me-19

H-6-eq, H-7 w, Me-19, Me-20
H-6-ax, H-6-¢q,
H-14-eq, H-14-ax

H-1-ax, H-11-eq, H-12-ax

H-11-eq, H-12,
Me-17, Me-20
H-1-ax, H-1-eq, H-9,
H-11-ax, H-12

H-9, H-11-eq,
H-12-eq, H-14-ax,
H-11-eq, H-11-ax,
H-12-ax, Me-17

H-7, H-14-ax, Me-17

H-7,H-9 w,

H-12-ax w, H-14-eq
H-12-ax w, H-14-ax, H-16,
Me-17

H-12-ax w, H-14-ax,

H-15, Me-17

H-11-ax, H-12-eq, H-14-eq

H-3-ax w, H-6-ax, H-6-¢q,
H-1-eq, H-3-ax, H-3-eq,
H-6-ax, H-11-ax,

Tabelle 6: NMR-Daten von 2-Hydroxyisopimarsiurelacton (E176). (Aceton-dg, 'H: 700 MHz, 13C: 100.6 MHz,

d in ppm relativ zu dy(Aceton) = 2.05 ppm, dc(Aceton) = 29.84 ppm, ax =axial, eq = dquatorial)

* H-3-eq und H-9 teilweise iiberlagert
® H-14-ax und H-6-eq teilweise iiberlagert
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Anhand der NOESY-Kreuzsignale konnte die relative Konfiguration bestitigt werden.
Wichtige dipolare Kopplungen sind in Abbildung 44 hervorgehoben. Die dipolaren
Kopplungen der axialen Substituenten an den verbriickenden Positionen H-5, H-9, Me-17 und
Me-20 wurden zusétzlich rot fiir oberhalb und blau fiir unterhalb der Papierebene
gekennzeichnet. Aufgrund der rdumlichen Néhe der 1,3 diaxialen Substituenten ergeben diese

zumeist guten Kopplungssignale die relative Konfiguration der anellierten Ringe.

Das axiale H-5 koppelt unter anderem mit dem ebenfalls axialen H-9, das eine
Schliisselposition bei der Aufkldrung der relativen Konfiguration einnimmt. H-9 koppelt
weiterhin mit den axialen Substituenten an den Positionen H-1,,, H-12,, und H-14,,. Aus den
Kopplungen zwischen H-12,x mit H-15 und der Kopplung H-14,x mit H-15 kann auf die
dquatoriale Position des Ethenylsubstituenten geschlossen werden. Im Umkehrschluss ergibt
sich die axiale, aus der Darstellungsebene herausragende Position von Me-17, was der
Konfiguration der natiirlich vorkommenden Isopimarsédure entspricht.

Hervorzuheben ist auch die dipolare Kopplung zwischen H-3, und der Methylgruppe Me-20,
die belegt, dass die Methylengruppe der Position 3 aus der Bildebene heraus orientiert ist.
Demzufolge muss der Lactonring in die Bildebene hinein ragen. Dieser Befund entspricht der
Orientierung der Carboxylgruppe in natiirlich vorkommender Isopimarsédure (50). Die
absolute Konfiguration wurde nicht bestimmt, jedoch ist die dargestellte Konfiguration

aufgrund der Biosynthese dieser Diterpenskelette wahrscheinlich.
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Massenspektrometrische Fragmentierung von E176

Anhand der aufgeklédrten Struktur und den Daten der Hochauflosungsmessung konnen die
wichtigsten Fragmentierungsreaktionen von 2-Hydroxyisopimarsdurelacton (E176) erklért
werden. Die Bestimmung der atomaren Zusammensetzung ergab, dass die Fragmentionen
m/z 271, 285 sowie das Molekiilion m/z 300 zwei Sauerstoffatome besitzen. Die iibrigen

Fragmentionen < m/z 241 enthalten nur Kohlenstoff- und Wasserstoffatome.

1100% o1 105 -15 - 44 300
119 44 =29
79 15
44
55
131 445 ”
67 159
173
187 o13 227 271
199 256 285
i ||| |I || | |
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Abbildung 45: Massenspektrum von E176 mit Angabe wichtiger Fragmentierungsmuster

Daraus kann auf das folgende Fragmentierungsschema geschlossen werden. Das Molekiilion
m/z 300 fragmentiert unter Verlust von Kohlendioxid aus dem Lactonring zu m/z 256 und
spaltet anschlieend eine der drei Methylgruppe als Methylradikal zu m/z 241 ab. Energetisch
giinstig ist die Abspaltung der Methylgruppe Nummer 17, da die Lokalisierung der positiven
Ladung an der allylischen Position 13 bevorzugt ist.

Ebenso wird die umgekehrte Reihenfolge der Abspaltungen aus dem Molekiilion beobachtet:
Abspaltung des Methylradikals ergibt m/z 285 und der folgende Verlust von Kohlendioxid
fiihrt gleichfalls zum Ion m/z 241. Teilweise fragmentiert das Molekiilion auch unter Verlust
des Alkylradikals m/z 29 zu m/z 271 mit anschlieBendem Verlust von Kohlendioxid zu m/z
227. Die weiteren Fragmentierungen aus den Kohlenwasserstoffgeriisten nach Abspaltung des

Kohlendioxids verlaufen unspezifisch unter Verlust von Alkylgruppen.
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Abbildung 46: Vermutliches Fragmentierungsschema von E176
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Strukturaufklarung von Substanz E182 durch NMR-Spektroskopie

Die Isolierung der Substanz E182 erfolgte mittels Umkehrphasen-HPLC an einer C18-Phase.
Es wurden ausreichende Substanzmengen von E182 gewonnen, um eindimensionale
'H-NMR- und "*C-NMR-Spektren sowie die zweidimensionalen HMQC-, HMBC-, COSY90-
und NOESY-Spektren aufzunehmen. Durch Interpretation dieser NMR-Daten konnte
E182 eindeutig als 2-Hydroxyabietinsdurelacton (E182) identifiziert werden.

Auch dieses 'H-NMR-Spektrum zeigt bereits bei 500 MHz in Benzol eine ausreichende
Signaltrennung. Da alle Methylengruppen diastereotope Protonen aufweisen, und zusitzlich
noch Allyl- und Homoallyl-Fernkopplungen in den Ringen 2 und 3 vorliegen, konnten in
diesem Spinsystem wenig relevante Strukturinformationen aus den Kopplungskonstanten
erhalten werden. Im Bereich des tiefen Feldes sind die Signale der olefinischen Protonen
H-14 bei 65=5.85 und H-7 bei 65=5.28 ppm zu erkennen. Die Kopplungskonstanten sind von
zu geringer Grofle, um mit dieser Messmethodik bestimmbar zu sein.

Aus dem Spinsystem der Kohlenstoffe 1 - 3, welches in allen identifizierten Strukturen mit
nur geringen Anderungen der chemischen Verschiebungen vorliegt, konnten die gleichen
Strukturinformationen, wie bei E176, aus den Kopplungskonstanten abgeleitet werden. Das
Proton an H-2 bei dy=4.15 ppm weist analog zu E176 eine Pseudotriplettstruktur auf und die
gemittelte Kopplungskonstante betriigt *J = 5.5 Hz. Diese setzt sich aus den vicinalen
Kopplungen zu den dquatorialen Protonen H-1 bei 8y=1.41 ppm (°J = 5.7 Hz) und H-3 bei
8y=1.21 ppm (°J = 5.4 Hz) zusammen.

Die Methylenprotonen an Position 1 zeigen ein Dublett bei dy=1.51 ppm fiir das axiale und
ein Quartett bei dy=1.41 ppm fiir das dquatoriale Proton. Dieses Muster resultiert aus der
geminalen Kopplung mit einer Kopplungskonstanten von 2J = 15.1 Hz und der zusitzlichen
Kopplung des dquatorialen Protons mit einer Kopplungskonstanten von 2J = 5.7 Hz zum
Proton an H-2. Analog verhalten sich die Methylenprotonen an Position 3 bei dy=1.90 (ax)
und 8y=1.21 (eq) ppm, deren geminale Kopplungskonstante 2J = 12.3 Hz betrigt. Das
dquatoriale Proton koppelt zu H-2 mit 2J = 5.4 Hz und ist weiterhin durch eine Fernkopplung

zu einem unbekannten Partner aufgespalten (1 Hz).
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Desweiteren findet sich bei 0p=2.16 ppm erneut das charakteristische Septett eines
Methinprotons mit der Kopplungskonstante J = 6.8 Hz. Das Dublett der zwei dquivalenten
Methylgruppen mit gleicher Kopplungskonstante kann bei dy=1.01 ppm als Kopplungspartner
identifiziert werden. Wiederum resultiert daraus das Strukturelement einer Isopropylgruppe
an einem quartdren Kohlenstoff.

Die chemischen Verschiebungen des 'H-NMR-Spektrums stimmen gut mit den
Literaturwerten von Abietinsiure (46) iiberein'®. ErwartungsgemiB weisen die Protonen am
Ring A Abweichungen der chemischen Verschiebungen auf, da der Ring 1 eine
unterschiedliche chemische Umgebungung bei der Abietinsdure(46) und E182 aufweist.
Die komplette Struktur von E182 konnte durch Auswertung der ein- und vor allem
zweidimensionalen NMR-Spektren bewiesen werden. In Tabelle 7 sind alle COSY90-,
HMBC- und NOESY-Kreuzsignale aufgefiihrt, welche die Struktur des neuen Naturstoffs
E182 belegen.
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Abbildung 47: 500 MHz-'H-NMR Spektrum des 2-Hydroxyabietinsiurelactons (E182) in Benzol-ds mit

raumlicher Darstellung und hier angewandter Nummerierung
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Abbildung 48: VergroBerte Ausschnitte des 500 MHz-'H-NMR Spektrums von E182 in Benzol-ds und

Strukturformel mit angewandter Nummerierung
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Abbildung 49: Pendant *C-NMR-Spektrum von 2-Hydroxyabietinsaurelacton (E182), (100.6 MHz, Benzol-
ds). CH;s- und CH-Gruppen geben positive, CH,- und quartire C-Atome negative Signale.

Das '*C-NMR-Pendant-Experiment schliisselt alle 20 Kohlenstoffatome der Struktur E182
anhand ihrer Multiplizitit auf. Bei 181.50 ppm liegt das quartire Kohlenstoffatom der
Carboxylgruppe aus dem Lactonring. Zu héherem Feld liegen als néchstes die olefinischen
quartdren Kohlenstoffe bei 145.02 und 136.55 ppm. Die positiven Signale bei 123.12 und
122.11 ppm entsprechen den tertidten olefinischen Kohlenstoffen. Das positive Signal bei
7490 ppm entspricht dem tertidren Kohlenstoff, der die Acyloxyfunktion trigt. Die
chemischen Verschiebungen des *C-NMR-Experiments liegen in guter Ubereinstimmung mit
publizierten Daten fiir die Abietinsdure(46)'*. Lediglich das Kohlenstoffatom an Position 2,
das die Acyloxygruppe trigt, zeigt eine deutlich andere chemische Verschiebung.

Die Multiplizitit der weiteren Signale im tiefen Feld wurde zundchst aus obigem Spektrum
ermittelt und mit Hilfe des HMQC-Spektrums ihren entsprechenden Protonensignalen
zugeordnet. Durch das HMBC-Experiment konnten iiber (‘*C-'H)-Fernkopplungen die durch
quartdre Kohlenstoffe getrennten Spinsysteme miteinander verkniipft werden. Die Tabelle 7
enthilt alle bestimmten COSY90-, HMBC- und NOESY-Korrelation, welche die Struktur
E182 belegen.
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Tabelle 7: NMR-Daten von 2-Hydroxyabietinsiurelacton (E182). (Benzol-dg, 'H: 500 MHz, *C: 100.6 MHz, &

8¢
42.11

74.90
35.75
41.13
43.69

26.14

122.11

136.55
52.16

33.88
22.71

27.16

145.02
123.12

35.39

21.67
21.05
181.50
16.88
20.18

§'H
1,41-eq dd

1.51-ax d
4.15dd
1.21-eq ddd
1.90-ax d
_1.97“ m
1.72-ax m
1.96-eq* m

5.28 m

1.53 m
1.34-eq m
1.05-ax m

1.86 m

5.85s
2.16 sept

1.01d
1.01d

1.02s
0.66 s

COSY90
H-2, H-1-ax

H-1-eq

H-1-eq,
H-3- eq,
H-2;
H-3-ax
H-3-eq,

H-6-ax,
H-6-eq

H-5, H-6-eq,
H-7w
H-6-ax

H-7

H-6-ax w,
H-6-¢q,
H-9w
H-6-ax w
H-7w
H-11-ax w
H-11-ax,
H-12

H-9, H-11-eq,
H-12
H-11ax,
H-11-eq

H-12w

H-14,
Me-16/17
H-15
H-15

HMBC

C-2w, C-5, C-10,

Me-20

C-2,C-3, C-9, C-10, Me-
20

C-3,C-4,C-10,C-18

C-1,C-2,C-4, C-5,

C-18 w, C-19
C-2,C-4,C-5,C-18
C-3w, C-4,C-6,C-7,C-9,
C-10, C-18, C-20
C-5w,C-7w, C-8w
C-5w,C-7,C-8,C-10 w

C-5,C-6,C-9,C-14
C-8w

C-8,C-9,C-12,C-13
C-8,C-9,C-12

C-9w,C-11, C-13, C-14

C-7,C-8,C-9, C-12, C-15

C-12, C-13, C-14, C-16,
C-17

C-13, C15,C-17

C-13, C15, C-16
C-3,C-4,C-5,C-18
C-1,C-5,C-6 w, C-9, C-10

NOESY
H-1-gem, H-2, Me-20

H-1-ax
H-1-eq. H-1-ax w,

H-3-eq, H-3-ax w
H-3-ax, H-2 w

H-2 w, H-3eq, Me-19, Me-20

H-9
H-7, Me-19, Me-20
H-6-ax, H-7, Me-19

H-6-eq, H-6-¢q,
H-14

H-11-eq, H-12
H-11-ax, H-12 w, H-20

H-11-eq, H-11-ax w,
Me-16/17

H-7,H-12 w,
H-15, Me-16/17
H-12 w, H-14, Me-16/17

H-12, H-14, H-15
H-12, H-14, H-15

H-3-ax H-6-ax,
H-1-eq, H-3-ax,
H-6-ax, H-11-ax

in ppm relativ zu dy(Benzol) = 7.16 ppm, 6c(Benzol) = 128.06 ppm, ax =axial, eq = dquatorial)

* H-5 und H-6-eq iiberlagert
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Durch Auswertung der Korrelationen aus den NOE-Experimenten konnte die relative
Konfiguration analog zu den Darstellungen in Abbildung 47 und Abbildung 48 abgesichert
werden. Ausgewdhlte NOE-Kopplungen sind in Abbildung 50 gekennzeichnet. Wichtige
Kopplungen oberhalb der Papierebene wurden rot und die Kopplung zwischen H-5 und H-9
unterhalb der Papierebene blau gekennzeichnet.

Die axiale Methylgruppe Me-20 zeigt wichtige Signale dipolarer Kopplungen zu H-3,x und H-
6ax. Die Kopplung zu H-3, belegt die Orientierung der Ringe im Bicyclus mit in die
Papierebene hineinragendem Lactonring. Dieser Befund wird zusitzlich noch durch die
dipolaren Kopplungen der Methylgruppe Me-19 mit H-6, und H-3,« abgesichert. Die Signale
der Kopplungen zwischen den axialen Protonen H-9 und H-5 sowie die Kopplung zwischen
H-5 und H-6. beweisen die in die Ebene gerichtete Stellung dieser Substituenten. Analog zu
dem Diterpenlacton E176 liegt die relative Konfiguration in Ubereinstimmmung mit der
natiirlichen Abietinsdure (46) vor.

Die absolute Konfiguration der Substanz wurde nicht ermittelt, doch die hier abgebildete

Konfiguration ist aufgrund der enantioselektiven Biosynthese der Diterpengeriiste plausibel.
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Massenspektrometrische Fragmentierung von E182

Abgesehen vom Molekiilradikalkation zeigt das Massenspektrum von E182 keine besonders
intensiven Ionen im hdheren Massenbereich. Dennoch kann auch hier mit den Daten der
Hochauflosungsmessung und anhand der ermittelten Struktur die prinzipielle

massenspektrometrische Fragmentierung interpretiert werden.

1100% 300
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2 .44 .43
91 1 2 -44 15
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79
% 47 143 157 '
1 ‘ | ‘ 171 485 LL ypo 230 257 285
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Abbildung 51: Massenspektrum von E182 mit Angabe wichtiger Fragmentierungsmuster

Das Molekiilion fragmentiert auf zwei unabhéngigen Wegen.

Eine Abspaltung der Isopropylgruppe ergédbe das Ion m/z 257. Dieser Fragmentierungsschritt
ist nur wahrscheinlich, wenn gleichzeitig eine Umlagerung der konjugierten Doppel-
bindungen [Positionen 13 und 15(8)] stattfindet, da die Lokalisierung der positiven Ladung im
Fragmention in Allylposition ernergetisch vorteilhaft ist, wihrend ein vinylisches Kation
energetisch sehr ungiinstig ist. Nachfolgende Eliminierung des Neutralteilchens Kohlendioxid
aus dem Lactonring fiihrt zu m/z 213. Erneute Isomerisierung am Ring 3 mit Dehydrierung
konnte das Ion m/z 211 mit aromatischer Substruktur im Ring 3 ergeben.

Ein alternativer Weg ist der Verlust einer Methylgruppe aus dem Molekiilion zu m/z 285 und
weitere Fragmentierung unter Verlust von Kohlendioxid zu m/z 241. Auch hier tritt
vermutlich Isomerisierung und Verlust von molekularem Wasserstoff auf. Das lon m/z 239
hat ein Octahydrophenanthrenskelett und entsteht vermutlich ebenfalls mit aromatischer
Substruktur im Ring 3. Die weitere Fragmentierung nach Abspaltung von Kohlendioxid und

Isomerisierung verlduft unter Verlust von Alkylresten wenig spezifisch.
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Abbildung 52: Vermutliches Fragmentierungsschema von E182
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Strukturaufklarung von Substanz E181 durch NMR-Spektroskopie

Die Komponente E181 wurde ebenfalls mittels préparativer Gaschromatographie isoliert.
Nach Auswertung der ein- und zweidimensionalen NMR-Experimente konnte der Verbindung
E181 die Struktur von 2-Hydroxydehydroabietinsdurelacton zugeordnet werden. Es zeigte
sich, dass der neue Naturstoff E181 in Analogie zu E182 ebenfalls ein Skelett des Abietantyps
besitzt. Da die Substanz ein aromatisches Ringsystem als Teilstruktur aufweist, treten im
'H-NMR Spektrum starke Unterschiede im Vergleich zu der Struktur von Substanz E182 auf.
Bei Substanz E181 fiihrte die Aufnahme des NMR-Spektrensatzes in Benzol-ds bei 500 MHz
Messfrequenz zu exzellenter Signaltrennung, und die Signale im 'H-Spektrum wurden
aufgrund geringerer Anzahl diastereotoper Protonen mit Ausnahme der aromatischen
Protonen H-11 und H-14 komplett separiert.

Im Tieffeldbereich des Spektrums sind insgesamt drei aromatische Protonensignale
ersichtlich, von denen das Dublett bei 6= 6.79 und das Singulett bei 6y = 6.80 ppm teilweise
tiberlagert sind. Die Dublettstruktur der Protonen bei 6y = 6.94 und o= 6.79 ppm wird durch
deren vicinale Kopplung mit einer Kopplungskonstante von 7.9 Hz hervorgerufen. Die drei
aromatischen Protonensignale sind ferner durch nicht aufgeloste Fernkopplungen verbreitert.
Aus diesem Kopplungsmuster kann auf eine 1,3,4-trisubstituierte aromatische Ringstruktur
geschlossen werden.

Ebenso wie bei den Strukturen E176 und E182 ist das Proton an einem Kohlenstoff, das eine
Acyloxyfunktion trigt, bei oy = 4.21 ppm mit Pseudotriplettstruktur vorhanden. Auch hier
resultiert das Pseudotriplett aus zwei *J-Kopplungen zu Kopplungspartnern an Position 1 und
3 mit sehr dhnlicher Kopplungskonstante (gemittelt 5.7 Hz). Die Protonen an den Positionen
1, 2 und 3 bilden zusammen ein abgeschlossenes Spinsystem.

Im Bereich des hoheren Feldes liegen die gut separierten Signale der Methylengruppe der
Position 1 mit den chemischen Verschiebungen von 6y = 2.18 ppm fiir das axiale Proton und
oy = 1.82 ppm fiir das dquatoriale Proton. Diese fiir aliphatische Protonen ungewohnliche
Verschiebung wird durch den Anisotropiekegel der Carbonylgruppe hervorgerufen, der
besonders das axiale Proton beeinflusst.

Wiéhrend aus dem Dublett des axialen Protons nur die Kopplungskonstante der geminalen
Kopplung mit dem &quatorialen Proton abgelesen werden konnte (ZJ = 15.4 Hz), ist die
Kopplungskonstante aus der Kopplung des &quatorialen Protons mit dem Proton am

Kohlenstoff an Position 2 groB genug, um zusitzlich zugeordnet zu werden (°J = 6.0 Hz).
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Abbildung 53: 500 MHz-"H-NMR Spektrum des 2-Hydroxydehydroabietinsiurelactons (181) in Benzol-dg mit

rdumlicher Darstellung und hier angewandter Nummerierung von E181
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Abbildung 54: VergroBerte Ausschnitte des 500 MHz-'H-NMR Spektrums von E181 in Benzol-ds und

Strukturformel mit hier angewandter Nummerierung
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Die Methylengruppe an Position 3 zeigt ein vergleichbares Bild: Das Dublett des axialen
Protons bei oy = 2.01 ppm resultiert aus der Kopplungskonstanten der geminalen Kopplung
mit 12.3 Hz, und die vicinale Kopplungskonstante ist wiederum zu klein, um aufgeldst zu
werden. Das dquatoriale Proton weist neben der Kopplungskonstanten der geminalen
Kopplung noch die der vicinalen mit dem Proton an Position 2 auf (J = 5.1 Hz). Das Signal
ist in Form des Dubletts eines Dubletts zu erkennen.

Das Methinproton der Position 5 zeigt bei oy = 2.09 ppm ebenfalls ein Dublett eines Dubletts
mit den Kopplungskonstanten 13.6 und 3.6 Hz. Allerdings konnen diese Kopplungs-
konstanten bei der Methylengruppe an Position 6 mit den chemischen Verschiebungen von
Oy = 1.42 ppm fiir das axiale und oy = 1.63 ppm fiir das dquatoriale Proton nicht wieder
gefunden werden, da eine komplexe, nicht aufgeloste Multiplettstruktur vorliegt. Die
Methylengruppe an Position 7 weist bei den chemischen Verschiebungen oy = 2.49 und
Ou = 2.57 ppm ebenfalls Multiplettstruktur auf.

Als wichtigen Unterschied zu Struktur E182 sieht man im Spektrum noch das Dublett zweier
Methylgruppen bei oy = 122 ppm und ein Septett eines Methinprotons bei
oy = 2.74 ppm. Beide Signale besitzen eine Kopplungskonstante von J = 6.94 Hz. Daraus
kann auf eine Isopropylgruppe an einem quartiren Kohlenstoff geschlossen werden. Die
Singuletts bei oy = 1.07 und oy = 0.89 ppm stehen fiir zwei Methylgruppen an quartdren
Kohlenstoffen.

Die chemischen Verschiebungen der Protonen im 'H-NMR Spektrum von E181 besitzen eine
recht gute Ubereinstimmung mit den Literaturwerten von Dehydroabietinsdure (53)'*’. Die
Protonen am Ring 1 besitzen jedoch aufgrund der unterschiedlichen chemischen Umgebungen
der jeweiligen Strukturen teilweise andere chemischen Verschiebungen.

Weitere Strukturinformationen konnten nur durch zweidimensionale NMR-Spektroskopie
erhalten werden, da aus den iibrigen Signalen keine Kopplungskonstanten bestimmt werden

konnten.
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Abbildung 55: DEPT-">C-NMR-Spektrum von 2-Hydroxydehydroabietinsaurelacton (E181), (100.6 MHz,
Benzol-dg)

Die chemischen Verschiebungen aller 20 Kohlenstoffatome konnten anhand des *C-NMR-
Experiments ermittelt werden. Besonders charakteristisch sind die Signale im Tieffeldbereich.
Dort findet sich bei 181.14 ppm das Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe. Bei ¢ = 148.07,
146.22 und 133.78 ppm liegen die quartiren Kohlenstoffe und bei 127.53 (vom
Losungsmittelsignal nur knapp separiert), 123.98 und 123.42 ppm die tertidren Kohlenstoffe
des aromatischen Ringes. Weiterhin ist noch das Signal bei d¢c = 74.68 ppm eindeutig dem
Kohlenstoff an Position 2 zuzuordnen, der die Acyloxygruppe trdgt. Die chemischen
Verschiebungen der Kohlenstoffatome im '*C-NMR-Experiment besitzen eine sehr gute
Ubereinstimmung mit Literaturwerten von Dehydroabietinsdure (53)'*'®. Lediglich das
Kohlenstoffatom der Position 2 von E181 besitzt aufgrund der Acyloxygruppe eine deutlich

abweichende chemische Verschiebung im Vergleich zu 53.
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Die weiteren Signale konnten anhand von Pendant-Messungen der Multiplizitit ihrer
Protonen zugeordnet werden. Mit einem HMQC-Experiment wurden die chemischen
Verschiebungen der Kohlenstoff-atome ihren jeweiligen Protonensignalen zugeordnet. Durch
die %J- und *J-long I’ange-(13C-1H)-K0pplungen, die mittels HMBC-Experiment ermittelt
wurden, konnte die Verkniipfungsreihenfolge der Methin-, Methylen- und Methylprotonen
aller Spinsysteme bestitigt werden. Die HMQC-, COSY90-, HMBC- und NOESY-

Kreuzsignale beweisen somit Struktur E181 eindeutig.

Pos §°C  8'H COSY90 HMBC NOESY
1 41.57 1.82-eqdd H-l-eq, H-2w,H-5w, C-3,C-5,C-10, Me-20 H-1-ax, H-2, H-11, Me-20
2.18-axd  H-l1-ax, H-2w, C-2,C-3,C-9, C-10, H-1-eq, H-2, H-11
H-3-eq, Me-20 w Me-20
2 74.68  4.21dd H-1-ax w, H-1-eq, C-4, C-10, C-18 H-1-eq, H-1-ax,
H-3-eq, H-3-ax w, H-3-eq, H-3-ax
Me-19 w
3 36.01 1.25-eqdd H-l-axw, H-2, C-1,C-2,C-4, H-2, H-3-ax, Me-19 w
H-3-ax C-5,C-19w
2.01-ax d H-2 w, H-3-eq, C-1,C-2,C+4, H-1-eq w, H-2 w, H-3-eq,
Me-19 w C-5,C-18 Me-19 w, Me-20
4 41.38 - - - -
5 4287 2.09dd H-1-eq w, H-3-ax w, C-1,C-3,C-4,C-6 w, H-6-eq, H-7, Me-19w
H-6-ax, H-6-eq, C-7w, C-9, C-10,
Me-19 w C-18, Me-20 w
6 20.39 1.42-ax m  H-5, H-6-eq, H-7 C-4w,C-5 C-7,C-10 H-6-ax, H-7, Me-19, Me-20
1.63-eqm  H-5w, H-6-ax H-7 C-5,C-7w,C-8w H-6-eq, H-7, Me-19
7 28.65 249m H-6-ax, H-6-eq, H-14  C-5w, C-6,C-8,C-9, H-6-eq, H-6-eq, H-14
2.57m C-14
8 133.78 - - - -
9 148.07 - - - -
10  36.05 - - - -
11 12342 6.79d H12 C-8, C-10,C-12, C-13  H-1-ax, H-1-eq, H-12, Me-20
12 12398 6.94d H-11 C-9,C-14,C-15w H-11, H-15, Me-16/17
13 146.22 - - - -
14 127.53 6.80s H-7w C-7,C-9, H-7, H-15, Me-16/17
C-12,C-15w
15 3410  2.74 sept Me-16/17 C-12, C-13, C-14, H-12, H-14, Me-16/17
Me-16/17
16 24.34 1.22d H-15 C-13,C15, C-17 H-12, H-14, H-15, Me-17
17 24.34 1.22d H-15 C-13, Cl15, C-16 H-12, H-14, H-15, Me-16
18 181.14 - - - -
19 17.25 1.07 s - C-3,C+4,C-5,C-18 H-3-ax, H-3-eq, H-5, H-6-ax,
H-6-eq
20 30.59 0.89s - C-1,C-5,C-9, C-10 H-1-eq, H-3-ax, H-6-ax, H-11

Tabelle 8: NMR-Daten von 2-Hydroxydehydroabietinsiurelacton (E181). (Benzol-de, 'H: 500 MHz, "*C: 100.6

MHz, § in ppm relativ zu dy(Benzol) = 7.16 ppm, 5c(Benzol) = 128.06 ppm, ax =axial, eq = dquatorial)
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Die relative Konfiguration von 2-Hydroxydehydroabietinséurelacton (E181) konnte durch die
dipolaren Kopplungen der NOESY-Kreuzsignale verifiziert werden. Wichtige Kopplungen
sind in Abbildung 56 dargelegt. Kopplungen der axialen Substituenten H-3.c, H-6,x und
Me-20 oberhalb der Papierebene sind zusétzlich rot dargestellt, und die Kopplung des axialen
Protons an H-5 unterhalb der Papierebene ist blau gekennzeichnet. Die axiale Methylgruppe
Me-20 weist eine dipolare Kopplung zu H-3,x auf und beweist so die Orientierung der
Methylengruppe an Position 3 zum Betrachter. Somit liegt bei E181 die Carboxylgruppe
analog zur Konfiguration von 2-Hydroxyabietinsdurelacton (E182) vor. Eine weitere
Kopplung wird zischen den 1,3- diaxialen Substituenten Me-20 und H-6, beobachtet. Das
Proton H-6,« koppelt unter anderem mit Me-19, welches iiber eine weitere Kopplung mit
H-3,« verkniipft ist. Dadurch wird die axiale Ausrichtung dieser vier Sustituenten belegt. Das
in die Ebene orientierte Proton an Position 5 zeigt ein Signal mit H-6.4, so dass auch diese
relative Konfiguration klar ist. Die relative Konfiguration steht somit in Analogie zu den
bereits bestimmten Strukturen von E176 und E182.

Die absolute Konfiguration wurde nicht bestimmt, jedoch ist die in Abbildung 56 abgebildete

Konfiguration aus Uberlegungen zur Biosynthese wahrscheinlich.
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Massenspektrometrische Fragmentierung von E181

Auf Basis der aufgeklarten Struktur von E181 und den Daten der Hochauflésungsmessungen
konnen die intensivsten Fragmentionen interpretiert werden. Das Molekiilion bei m/z 298
spaltet vermutlich zunéchst eine Methylgruppe in a-Stellung zum aromatischen Ring ab, die
zu einem energetisch giinstigen benzylischen Radikalkation bei m/z 283 fiihrt. Die
anschlieBende Abspaltung von Kohlendioxid fithrt zum charakteristischen Basepeak

bei m/z 239.

1100% 239

- 44 -15

-44

283
-29
298

-44 -43

159

117 129 141 197

81
55 69 211 255
! mA Im || | i 269 || ||

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Abbildung 57: Massenspektrum von E181 mit Angabe wichtiger Fragmentierungsmuster

Zusitzlich ist noch schwach der Verlust von m/z 29 zum Signal bei m/z 269 und Verlust einer
Isopropylgruppe zum Signal bei m/z 255 aus dem Molekiilion zu erkennen. Anschlieende
Eliminierung von Kohlendioxid aus dem Ion bei m/z 255 fiihrt zum Ion m/z 211.

Die weitere Fragmentierung des sauerstofffreien Kohlenwasserstoffgeriistes ist wenig
spezifisch, jedoch scheint auch der partielle Verlust von molekularem Wasserstoff aus dem
Ion m/z 197 zu m/z 195 statt zu finden. Dieses konnte durch die energetisch begiinstigte
Ausbildung einer zum aromatischen Ring konjugierten Doppelbindung hervorgerufen werden,
wodurch sich die weiteren Fragmentierungswege aufteilen. Ein Indiz fiir das Auftreten des
Effektes der teilweisen Dehydrierung der Ionen im Massenspektrometer sind die mit der
Massendifferenz 2u auftretenden weiteren Fragmentionenpaare, wie zum Beispiel m/z 211 +
213, m/z 169 + 171 und m/z 141 +143. Diese Ionen entstehen durch wenig charakteristische

Fragmentierung aus dem verbliebenen Kohlenwasserstoffgertist.
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Abbildung 58: Vermutliches Fragmentierungsschema von E181
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Strukturaufklarung von Substanz E177 durch NMR-Spektroskopie

Verbindung E177 wurde mittels Umkehrphasen-HPLC isoliert. Die Struktur der Verbindung
konnte durch ein- und zweidimensionale NMR-Experimente (500 MHz, Benzol-de) als das zu
E182 strukturanaloge Diterpenlacton 2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsdurelacton (E177)
aufgeklart werden. Diese Struktur unterscheidet sich von E182 nur durch zuséitzliche
Sattigung der Doppelbindung an den Positionen 7 und 8.

Das "H-NMR Spektrum der Substanz E177 in Benzol (Abbildung 59) zeigt, trotz nur geringer
Unterschiede der Strukturformeln zwischen E177 und E182, wesentliche Unterschiede zum
Spektrum der Substanz E182. Durch die Séattigung der Doppelbindung zwischen den
Positionen 7 und 8 werden die ehemaligen vinylischen und allylischen Protonen H-6, H-7 und
besonders stark H-9 jetzt zu hoéherem Feld verschoben. Zusétzlich liegt nun eine weitere
diastereotope Methylengruppe an Position 7 und ein stereogenes Methinproton an Position 8
vor, wodurch das Spinsystem signifikant veréndert ist.

Im Tieffeldbereich des Spektrums ist nur ein olefinisches Proton bei dy=5.10 ppm zu
erkennen, wodurch eine trisubstituierte Doppelbindung nachgewiesen wird. Weiterhin zeigt
das Spektrum ein Proton an einem eine Acyloxyfunktion tragendem Kohlenstoff bei
Op= 4.14 ppm. Das olefinische Proton zeigt nur ein breites Singulett, da das Kopplungsmuster
aufgrund zu geringer Kopplungskonstanten nicht ausreichend aufgeldst werden konnte. Das
Proton am Kohlenstoff, der die Acyloxygruppe trigt, erscheint als Pseudotriplett aus zwei
Kopplungen mit sehr dhnlichen Kopplungskonstanten (3J = 5.46 Hz). Dieses Strukturelement
ist analog zu den vorherigen Spektren der Strukturen E177, E181 und E182 mit vergleichbaren
Kopplungsmustern und wurde dort hinreichend diskutiert.

Besonders signifikant im Hochfeldbereich sind die Signale von vier Methylgruppen. Zwei
von ihnen (Op= 0.57 und 1.02 ppm) sind aufgrund ihrer Singulettstruktur an quartiren
Kohlenstoffatomen gebunden. Die beiden anderen Methylgruppen (dy= 1.03 ppm) weisen
durch ihre Dublett-Struktur auf die Nachbarschaft zu einem Methinproton hin. Dabei
iberlagert sich das Singulett bei 6y= 1.02 ppm mit der rechten Flanke des Dubletts bei
Oou= 1.03 ppm, so dass in diesem Fall die Kopplungskonstante des Dubletts nicht exakt
bestimmt werden kann. Aus dem Septett des Methinprotons bei oy= 2.12 ppm kann die
Kopplungskonstante von J = 6.8 Hz bestimmt werden, so dass als Strukturelement eine an

einen quartiren Kohlenstoff gebundene Isopropylgruppe bewiesen ist.
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Abbildung 59: 500 MHz-'H-NMR Spektrum des 2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsiurelactons (E177) in

Benzol-dg mit rdumlicher Darstellung und hier angewandter Nummerierung
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Abbildung 60: Vergroferte Ausschnitte des 500 MHz-'H-NMR Spektrums von E177 in Benzol-d¢ und

Strukturformel mit angewandter Nummerierung
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Aufgrund von Uberlagerungen zwischen H-1 und H-11,, im Bereich 8y= 1.35-1.38 ppm
konnen aus dem Spinsystem der Positionen 1 - 3 nur die Kopplungskonstanten der Kopplung
zwischen H-2 und H-3 bestimmt werden. Das Proton H-3, liegt bei 6p= 1.93 ppm und zeigt
ein Dublett, das aus der geminalen Kopplung mit der Kopplungskonstanten 2J = 12.0 Hz
herriihrt. Das dquatoriale Proton bei dy= 1.23 ppm ist durch die zusitzliche Kopplung mit
dem Proton H-2 zu einen Dublett eines Dubletts aufgespalten (3J= 5.4 Hz, J=12.0 Hz).
Die weiteren Signale liegen als Multiplett vor, so dass durch Analyse der

Kopplungskonstanten keine weiteren Strukturinformationen zu erhalten sind.
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Das "C-NMR Pendant-Experiment des 2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsdurelactons (E177)
zeigt die Signale aller 20 Kohlenstoffe. Das Carboxylkohlenstoffatom aus dem Lactonring
weist eine chemische Verschiebung von 181.39 ppm auf. Bei 142.23 ppm liegt das quartére
olefinische Kohlenstoffatom. Der tertidre olefinische Kohlenstoff ist bei 123.94 ersichtlich.
SchlieBlich weist die chemische Verschiebung von 74.88 ppm auf das tertidre
Kohlenstoffatom an Position 2 hin, der die Acyloxygruppe tragt.

Alle Signale des Protonenspektrums konnten durch Auswertung des HMQC-Spektrums ihren
korrespondierenden Signalen im *C-NMR-Spetrum zugeordnet werden.

Die Verkniipfungsreihenfolge der Signale konnte anhand der zweidimensionalen COSY90-
und HMBC-Spektren identifiziert werden. Thre Zuordnung, sowie die Korrelationen, welche

die Konstitution von E177 beweisen, sind in Tabelle 9 wiedergegeben.
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Abbildung 61: *C-NMR-Spektrum von 2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsiurelacton (E177),
(100.6 MHz, Benzol-dg)
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Pos

10
11

12

13
14

15
16
17
18
19

20

81C
42.95

74.88
36.72

41.17
48.82

24.03

33.99

35.34
53.72

35.90
22.53

27.05

142.23
123.94

35.09
22.07
21.57
181.39
16.79

20.69

5'H
1.38 m*

4.14dd
1.23-eq dd

1.93-axd
1.61 dd

1.50-eq m®
1.01-ax m
0.76-ax m
1.51-eq m®
1.68 m

0.54 m

1.35-ax" m
0.92-eq m
1.83m

5.10 s (br)
2.12 sept

1.03d
1.03d

1.02s

0.57s

COSY90
H-2

H-1, H-3-eq, H-3-ax
H-2, H-3-ax

H-2 w, H-3-eq

H-6-ax,
H-6-eq

H-6-ax, H-7-ax
H-5-ax, H-6-eq
H-7-ax

H-6-ax, H-7-eq, H-8

H-7-ax, H-8 w

H-7-ax, H-7-eq,
H-9, H-12 w, H-14
H-8, H-11-eq,
H-11-ax,

H-9, H-11eq, H-12

H-9, H-11ax,
H-12-gem

H-8, H-12, H-15

H-14,
Me-16/17
H-15
H-15

HMBC
C-2, C-5, C-9,
C-10, Me-20

C-4, C-10, C-18
C-1,C-2, C-4, C-5,
C-18,C-19
C-2,C-4,C-5,C-18

C-1w, C-3 w, C-4, C-6,
C-7,C-9, C-10w, C-18,
C-20

C-4, C-5,C-8, C-10
C-4, C-5,C-10

C-5, C-6, C-8,
C-9,C-14
C-5, C-6, C-8,
C-9,C-14

C-1w,C-5,C-8w, C-
10, C11 w, C-12, C-20

C-10,C-13
C-8,C-9, C-12
C-9, C-11,
C-13,C-14

C-7w, C-9,

-12, C-13, C-14,
1

-1
1

C-3,C-4, C-5, C-18

C-1,C-5,C-9, C-10

NOESY
H-1-gem, H-2, Me-20

H-1, H-3-eq, H-3-ax w
H-2 w, H-3-ax,

H-2 w, H-3eq,
Me-19 w, Me-20

H-6-eq, H-7-ax,
H-9, Me-19 w

H-7-eq, Me-19
H-6-eq, H-7-eq

H-5-ax w, H-6-eq, H-7-eq
H-7-ax, H-14 w
H-20

H-1, H-5, H-7-ax W,
H-11-eqw H-12 w

H-11-eq, H-12 w

H-9 w, H-11-ax, H-12 w
H-11-eq, H-12-gem,
Me-16/17 w

H-7-eq, H-7-ax w, H-8,
H-12 w, H-15, Me-16/17
H-14, Me-16/17

H-12, H-14, H-15
H-12, H-14, H-15

H-3-eq, H-3-ax w,
H-5-eq, Me-20 w

H-1, H-3-ax, H-8,
H-11-eq, H-11-ax, Me-19

Tabelle 9: NMR-Daten von 2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsiurelacton (E177). (Benzol-ds, 'H: 500 MHz, "*C:

100.6 MHz, & in ppm relativ zu dy(Benzol) = 7.16 ppm, 5c(Benzol) = 128.06 ppm, ax =axial, eq = dquatorial)

*H-1 und H-11-ax teilweise iiberlagert
® H-6-eq und H-7-eq teilweise iiberlagert
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Durch die Auswertung der Daten aus dem NOE-Experiment konnte die relative Konfiguration
analog zu den Darstellungen in Abbildung 59 und Abbildung 60 abgesichert werden.
Ausgewihlte dipolare Kopplungen sind zusétzlich in Abbildung 62 gekennzeichnet, wobei
auch hier wichtige Kopplungen oberhalb der Papierebene rot und die Kopplungen unterhalb

der Papierebene blau gekennzeichnet wurden.

Die relative Konfiguration in den Ringen 1 und 2 kann durch zwei Gruppen von Substituenten
mit unabhédngigen dipolaren Kopplungen bestimmt werden. In der ersten Gruppe der
Substituenten mit Orientierung aus der Papierebene hinaus werden Kopplungen der axialen
Methylgruppe Me-20 mit H-3,, und Me-19, die auch jeweils untereinander Kopplungen
aufweisen, beobachtet. Dadurch kann die Konfiguration des iiberbriickten Ringes A verifiziert
werden. Zusitzlich ist noch das Signal einer Kopplung der Methylgruppe Me-20 mit dem
axialen H-8 zu beobachten, wodurch eine cis-Verkniipfung der Ringe 2 und 3 belegt ist. Die
in die Ebene hineingerichteten axialen Substituenten H-5, H-7,, und H-9 weisen jeweils
Kopplungen untereinander auf, die komplementir zu obigen Kopplungen sind und die
dargestellte Konfiguration absichern.

Wie bei den Diterpenlactonen E177, E181 und E182 stimmt die ermittelte relative
Konfiguration der Struktur E176 mit der von natiirlicher Abietinsdure iiberein. Allerdings ist
eine 7,8-Dihydroform der Abietinsdure (46) nicht aus der Biosynthese des Abietangeriistes
bekannt. Uber Zeitpunkt und Art der Reduktion der Doppelbindung zwischen Position 7 und
8 kann keine Aussage getroffen werden. Da das NOESY die relative Konfiguration belegt,

muf die Hydrierung enantioselektiv erfolgen.
Die absolute Konfiguration wurde nicht ermittelt. Die abgebildete Konfiguration ist aufgrund

der Herkunft des Precursor Abietinsdure (46) aus der enantioselektiven Biosynthese der

Diterpengeriiste wahrscheinlich.
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Massenspektrometrische Fragmentierung von E177

Die  Fragmentierung von  2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsdurelacton  (E177) kann
folgendermaBlen erkldrt werden. Neben der untergeordneten Abspaltung einer Methylgruppe
zu m/z 287 werden aus dem Molekiilion zunichst das Neutralteilchen Kohlendioxid zu m/z
258 eliminiert und dann die Isopropylgruppe zum Ion m/z 215 abgespalten. Eine geringfiigige
Fragmentierungstendenz des lons m/z 258 zu m/z 243 durch Verlust einer Methylgruppe aus
dem Radikalkation ist ebenfalls ersichtlich. Der aufeinander folgende Verlust von
Kohlendioxid und Isopropylgruppe aus dem Molekiilion lduft auch in umgekehrter
Reihenfolge iiber das Tochterion m/z 259 zu m/z 215 ab. Bei Abspaltung der Isopropylgruppe

bildet sich unter Umlagerung der Doppelbindung im Ring 3 vermutlich das energtisch

giinstige Allylkation.
1100% 107
215 -44 -43
-43 - 44
121
81 258
93
1 302
] o5 67 135 147 -15 -15
161 243 287
|| | || |||| ||. |” |I_I_| ||| L 179 |205 " 1 1 I|
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Abbildung 63: Massenspektrum von E177 mit Angabe wichtiger Fragmentierungsmuster

Interessanterweise ergab die Bestimmung der atomaren Zusammensetzung fiir das
Radikalkation m/z 258 zwei Ergebnisse. Das Signal wird von den Ionen mit der
Zusammensetzung C;7H2,0, und C9Hj3 (siche Tabelle 4) hervorgerufen. Somit scheint auch
teilweise die ungewdhnliche Abspaltung von Propan aus dem Molekiilion vorzuliegen. Die
weitere  Fragmentierung des  Fragmentions m/z 215, welches ein reines

Kohlenwasserstoffgeriist besitzt, wurde nicht untersucht.
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Abbildung 64: Vermutliches Fragmentierungsschema von E177

Signifikant ist die Abweichung des Fragmentierungsmusters im Massenbereich um m/z 100.
Die bislang untersuchten Diterpenlactone E176, E181 und E182 fragmentieren zu lonen, die
vermutlich einen aromatischen Ring beinhalten (m/z 91 fiir Tropylium- / Benzylion und m/z
105 fiir das Methyltropylium- / Methylbenzylion).

2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsdurelacton ~ (E177), mit nur einer Unsdttigung im
Molekiilgeriist, zeigt als Basispeak im Massenspektrum das Ion m/z 107. Hierbei diirfte es
sich um ein Dimethylcyclohexadienradikal handeln, das unter Verlust einer Methylgruppe zu

einem Methylcyclohexadienradikal mit m/z 93 fragmentieren kann.
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Strukturvorschlage fir die Spurenkomponenten E175, E178, E179 und E184

Die Verbindungen E175, E178, E179 und E184 konnten aufgrund ihrer zu geringen
Konzentration im Elefantenurin nicht in ausreichender Menge abgetrennt werden. Fiir die
Verbindung E175 liegen NMR-Daten vor, jedoch reichte die isolierte Substanzmenge nicht fiir

eine ausreichende NMR-Charakterisierung.

Alle Verbindungen dieses Substanzclusters zeigen sowohl an polaren und unpolaren
Kapillarsdulen bei der Gaschromatographie als auch an Umkehrphasen bei der Hochleistungs-
fliissigkeitschromatographie dhnliche Retentionszeiten. Diese Substanzen haben daher
vergleichbare Polaritdten sowie Siedepunkte und sind daher vermutlich strukturverwandte

Diterpenlactone.

Fir Verbindung E175 werden im Folgenden die Ergebnisse NMR-spektroskopischer
Untersuchungen diskutiert. Unter zusétzlicher Beriicksichtigung der massenspektrometrischen
Daten wird ein Strukturvorschlag erstellt. Weiterhin werden Strukturvorschldge fiir die

Komponenten E178, E179 und E184 anhand ihrer Massenspektren diskutiert.
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Diskussion eines Struturvorschlags fur die Verbindung E175

Verbindung E175 konnte durch préparative HPLC aus dem Extrakt abgetrennt werden. Diese
Fraktion wurde trotz ihrer geringen Menge mit kernmagnetischer Resonanz untersucht.
Das 500 MHz-'H-NMR-Spektrum der Komponente E175 zeigt im Tieffeldbereich vier sauber
aufgeloste und separierte Signale, deren Integrale vom tiefen Feld aus gesehen ein Verhiltnis

von 1:1:2:1 besitzen.
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Abbildung 65: 500 MHz-"H-NMR Spektrum der Komponente E175 in Benzol-dg

Anhand der chemischen Verschiebungen kann auf vier olefinische Protonen in den Signalen
bei 5.79, 5.24 und 4.99 ppm geschlossen werden. Bei 4.11 ppm liegt ein Proton an einem eine
Acyloxyfunktion tragendem Kohlenstoff. Daher liegen in diesem Molekiil mindestens zwei
Doppelbindungen vor. Das Signal des olefinischen Protons bei 5.79 ppm ist ein Dublett eines

Dubletts, dessen Kopplungskonstanten *J = 17.4 und *J = 10.7 Hz lauten.
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Bei detailierter Interpretation des 'H-NMR-Spektrums zeigt sich, dass das Signal bei 4.99
ppm aus zwei Dubletts hervorgeht, deren Signalmitte bei 5.01 und 4.98 ppm liegt. Obwohl
sich die jeweils inneren Arme der Dubletts iiberlagern, konnen die Kopplungskonstanten mit
) = 17.4 Hz und *J = 10.7 Hz identisch zum Signal bei 5.79 ppm bestimmt werden. Eine
weitere feine Aufspaltung tritt durch eine Kopplung mit einer Kopplungskonstanten

von 2J = 1.3 Hz auf.

3) =174 Hz 3) =10.7 Hz
2)=13Hz 2)J=13Hz

505 500 495

Abbildung 66: Kopplungskonstanten der terminalen olefinischen Protonen von E175 im 'H-NMR

Das Auftreten der gleichen Kopplungskonstanten in den separierten Signalen bei 5.79, 5.01
und 4.98 ppm weist diese als Kopplungspartner aus. Da keine weiteren Kopplungen zu
beobachten sind, handelt es sich um ein abgeschlossenes Spinsystem. Die grofere
Kopplungskontante (*J = 17.4 Hz) ist typisch fiir eine trans-Kopplung und die kleinere
(*J = 10.7 Hz) fiir eine cis-Kopplung in einem Olefin. Daraus ergeben sich fiir das Proton bei
5.01 ppm (Kopplungskonstante *J = 17.4 Hz) die trans- und fiir das Signal bei 4.98 ppm
(Kopplungskonstante *J = 10.7 Hz) die cis-Anordnung zum Proton bei 5.79 ppm. Die kleine
Aufspaltung der Signale 5.01 und 4.98 ppm von %) = 1.3 Hz wird durch deren geminale
Kopplung hervorgerufen und ist =zusidtzlich charakteristisch fiir eine olefinische
Methylengruppe. Es  kann  somit, wie bei dem  bereits identifizierten
2-Hydroxyisopimarsédurelacton (E176), von einem Strukturelement eines Ethenylsubstituenten

an einem quartdren Kohlenstoffatom ausgegangen werden.
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Abbildung 67: Gegeniiberstellung der 'H-NMR-Tieffeldbereiche von unbekannter Struktur E175 und
2-Hydroxyisopimarséurelacton (E176)

Substanz E175 und 2-Hydroxyisopimarsiurelacton (E176) weisen in den Tieffeldbereichen der
'H-NMR-Spektren schr #hnliche Signalintegrale und Multiplizititen bei leicht verinderten
chemischen Verschiebungen in Benzol-ds auf. So liegen in den Spektren von E175 und E176,
zusitzlich zu den Protonen der Ethenylgruppe, noch ein olefinisches Proton mit nicht
aufgelosten Kopplungen bei 5.24 ppm (5.18 ppm bei E176) und das Pseudotriplett eines
Protons bei 4.11 ppm (4.13 ppm bei E176) mit einer gemittelten Kopplungskonstanten von
5.7 Hz (5.5 Hz bei E176) vor. Das Proton bei 4.11 ppm konnte analog zu E176 an einem eine

Acyloxygruppe tragenden Kohlenstoff hingen

Die Signale im Hochfeldbereich des 'H-Spektrums werden von einem Triplett bei 0.88 ppm
und einem Multiplett bei 1.26 ppm dominiert und tiberlagert (Abbildung 68), die aus einer
Verunreinigung der Probe resultieren diirften. Solche chemischen Verschiebungen treten bei
langkettigen linearen Kohlenwasserstoffen auf. Dennoch konnten im Hochfeldbereich drei
Methylgruppen bei 0.57, 1.00 und 1.06 ppm erkannt werden, die zu der Zielsubstanz gehoren.
Aus deren Singulettstruktur kann auf eine Substitution an quartiren Kohlenstoffatomen
geschlossen werden. Weiterhin sind ein Multiplett bei 2 ppm (moglicherweise auch ein ddd-
System mit J; = 14.6 Hz, J, = 4.6 Hz und J; = 1.9 Hz), ein Dublett bei 1.81 ppm (J = 12 Hz),
ein Dublett eines Dubletts bei 1.68 ppm (J; = 12 Hz und J, = 3.2 Hz) und ein weiteres
mogliches Dublett bei 1.49 ppm (J = 5.5 Hz) zu erkennen. Weitere strukturelle Informationen

lassen sich aus dem 'H-Spektrum nicht ablesen.
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Abbildung 68: Hochfeldbereich des 'H-NMR-Spektrum von Verbindung E175 mit Uberlagerung durch eine

aliphatische Verunreinigung

Zweidimensionale NMR-Spektroskopie erbrachte wichtige zusitzliche Informationen.
Im 'H-'H-COSY konnte das Spinsystem der Ethenylgruppe am quartiren Kohlenstoff
abgesichert werden. Die olefinischen Protonen der chemischen Verschiebungen 4.98, 5.01
und 5.79 ppm koppeln ausschlieBlich miteinander.

Das olefinische Proton bei 5.24 ppm koppelt hingegen zu einem Dublett bei 1.8 ppm und zu
Signalen bei 1.37 und 1.24 ppm, die nicht zuzuordnen sind.

Das Proton am Kohlenstoff, der die Acyloxyfunktion trdgt, koppelt zu Signalen bei
1.25-1.30 ppm und 1.15-1.20 ppm, die jedoch durch die Kontamination ebenfalls {iberlagert
sind. Das HMQC kann einige Protonensignale den chemischen Verschiebungen im *C-NMR
zuordnen. Diese Korrelationen sind in Tabelle 10 aufgefiihrt. Die Protonen der Methylgruppe
bei 1.00 ppm korrelieren im HMBC-Spektrum mit einem Kohlenstoff der chemischen
Verschiebung von 182 ppm. Dadurch wird das quartire Kohlenstoffatom einer

Carboxylgruppe indirekt nachgewiesen.
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Weitere Kreuzsignale sind fiir die Methylgruppenprotonen bei 1.06 ppm mit 150 und 130

sowie schwicher mit 110 ppm zu erkennen. Zusétzlich kann eine Korrelation zwischen dem

Proton eines Kohlenstoffs, der eine Acyloxyfunktion trdgt, und dem (vermutlichen)

Carboxylkohlenstoff bei 181 beobachtet werden.

5'H
0.57s

1.00 s

1.06 s

1.68
1.81d
2.00 ddd
4.11dd
4.99 dd (E)
5.01dd (2)
524 m
5.79 dd

s 1*C
22.46
21

26
47.6
36.3
35.2
75

110

130
150

182.71

J [Hz]

12/3.2

12
14.6/4.6/1.9
5.7

10.7/1.3
17.4/1.3

17.4/10.7

Tabelle 10: Vermutliche NMR-Korrelationen der Substanz E175

Diese Daten stiitzen den Vorschlag, dass es sich bei der unbekannten Verbindung E175 um ein

Isomer des 2-Hydroxyisopimarsdurelactons (E176) handelt. Als Strukturvorschlag fiir E175

wird somit ein 2-Hydroxypimarsdurelacton mit unbekannter Lage einer Doppelbindung im

Ringsystem und unbekannter Konfiguration an C-13 formuliert:

1.06
26

E175

110

4.99/5.01

E176

Abbildung 69: Unbekannte Verbindung E175 mit unbekannter Lage einer Doppelbindung im Ringsystem und

unbekannter Konfiguration an C-13 im Vergleich mit 2-Hydroxyisopimarsdurelacton (E176)
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Auch der Vergleich der Massenspektren zeigt sehr dhnliche Fragmentierungen. Lediglich im
hoheren Massenbereich weichen die Intensititen der Fragmentionen und teilweise auch
einzelne Masse / Ladung-Verhiltnisse (m/z) ab.

Vermutlich ist Substanz E175 ein Epimer von E176, mit inverser Stereochemie am
Kohlenstoff 13 und spaltet bevorzugt eine Methylgruppe zu m/z 285, gefolgt von
Kohlendioxid zu m/z 241 ab. Die vorliegende Eliminierung von Ethen aus dem Molekiilion
zu m/z 272 wird nur bei E175 beobachtet. Aus der weiteren Fragmentierung dieses
Radikalkations kann auch das Fragmention m/z 257 erkldrt werden. Die verdnderte
Konfiguration an C-13 von E175 kann der Grund fiir die beobachtete Eliminierung von Ethen
aus dem Molekiilion sein, da die axiale Konfiguration der Ethenylgruppe energetisch
ungiinstig ist und der Verlust des Neutralteilchen in einer Umlagerungsreaktion durch

rdumliche Nédhe zum Ringsystem ermoglicht werden konnte.

1100% 91 107 285
121 -15 - 44
133
79 -44 -15  -28 300
241 44 -15
55
67
145 159 272
173 185
199 213 997 257 ‘
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100% 91 105 -15 -44 300

119 -44 -29
79 -15
-44
55
67 159
173
187 013 227 271

199 256 285

" 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Abbildung 70: Vergleich der massenspektrometrischen Fragmentierung:

Oben: Unbekanntes 2-Hydroxyharzsdurelacton (E175) / Unten: 2-Hydroxyisopimarséurelacton (E176)
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Aufgrund der chromatographischen, kernmagnetischen und massenspektrometrischen Daten
in Kombination mit der natiirlichen Verfiigbarkeit der Pimarsdure als Precursor kann als
Strukturvorschlag 2-Hydroxypimarsdurelacton als das Lacton der an Position 2 hydroxylierten

Pimarsdure (51) fiir die Verbindung E175 postuliert werden (Cy0H230,, M = 300 g/mol).

E175

Abbildung 71: 2-Hydroxypimarsiurelacton als Strukturvorschlag fiir die Verbindung E175
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Diskussion eines Struturvorschlags fur die Verbindung E184

Von der Verbindung E184 konnten keine NMR-spektroskopischen Daten aufgenommen
werden, da die Isolierung mittels chromatographischer Methoden aufgrund der geringen
Konzentrationen in der Probe nur unzureichende Mengen ergab. Es diirfte sich aber bei dieser
Substanz ebenfalls um ein Diterpenlacton handeln.

Die Retentionszeit von Verbindung E184 auf unpolaren und mittelpolaren
gaschromatographischen  Kapillarsdulen (Phasen mit 5%  Phenyl- und 95%
Polydimethylsiloxan sowie 7% Phenyl-, 7% Cyanopropyl- und 86% Polydimethylsiloxan)
und auf Umkehrphasen der Hochleistungsfliissigchromatographie HPLC (RP-8 sowie RP-18)
ist dhnlich wie die der bereits identifizierten Diterpenlactone.

Neben den vergleichbaren chromatographischen Eigenschaften von Verbindung E184 kann
die strukturelle Ahnlichkeit zu den identifizierten Diterpenlactonen mit deren massenspektro-
metrischen Daten begriindet werden.

Die Verbindung E184 zeigt ebenso wie E175, E176, E178, E179 und E182 aus dem
Substanzcluster ein Molekiilion der Masse m/z 300. Typischen Fragmentierungen, die bei den
vorherigen Substanzen und speziell bei E182 beobachtet wurden, sind auch hier zu sehen. Das
Fragmention m/z 285 resultiert aus der Abspaltung einer Methylgruppe, und das Fragmention
m/z 256 entsteht bei einer Eliminierung von Kohlendioxid (M'-44) aus dem Lactonring. Das
Fragmention m/z 241 sollte ein Tochterion von m/z 256 sein, aus dem wiederum eine
Methylgruppe abgespalten wurde. Hervorzuheben ist die hohe Ahnlichkeit des
Massenspektrums der Substanz E184 mit den Spektren von 2-Hydroxyabietinsdurelacton

(E182) und Neoabietinsduremethylester (54).

=z
(e} (e}
Ca2oH2g02 CaoH260, C21H320;
M =300 g/mol M =300 g/mol M =316 g/mol
E184 E182 54

Abbildung 72: 2-Hydroxyneoabietinsdurelacton als Strukturvorschlag fiir E184, 2-Hydroxyabietinsdurelacton
(E182) und Neoabietinsduremethylester (54)
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Abbildung 73: Vergleich der Massenspektren der unbekannten Substanz E184

(2-Hydroxyneoabietinsdurelacton als Strukturvorschlag fiir E184, oben) mit den Massenspektren der Substanz

E182 (mitte) und dem Bibliotheksspektrum des Neoabitinsduremethylesters (54) (unten)
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Vergleichbare Fragmentionen sind speziell im Spektrum von E184 und dem
Bibliotheksspektrum des Neoabietinsduremethylesters (54) zu erkennen. Der Verlust von m/z
59, bzw. m/z 60 aus dem Molekiilion von Neoabietinsduremethylester, welcher aus
Abspaltung der Methylcarboxylgruppe resultiert, fiihrt zu dem Fragment m/z 257. Die
weiteren Fragmentionen oberhalb von m/z 148 sind zwar nur von geringer Intensitét, jedoch
treten die Ionen m/z 241, 213, 187, 161 und 159 analog zu E184 auf, und speziell das
Fragmention m/z 148 ist hier charakteristisch. Daher wird 2-Hydroxyneoabietinsdurelacton
als Strukturvorschlag fiir E184 postuliert.

Zusitzlich kann unterstiitzend beriicksichtigt werden, dass die Neoabietinsdure als potentieller
Precursor dieser Struktur mit den anderen Harzsduren, der vermutlichen Edukte der bereits

eindeutig identifizierten Strukturen E176, E177, E181 und E182 vergesellschaft vorliegt.
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Diskussion der Strukturvorschlage fur die Verbindungen E178 und E179

Die Verbindungen E178 und E179 besitzen dhnliche physikalische Eigenschaften wie die
Verbindungen E175-E177, E181, E182 und E184. Dieses zeigt sich im sehr dhnlichen
Retentionsverhalten in der GC und HPLC auf den verwendeten unterschiedlich polaren
Phasen. Die Konzentrationen in der Probe reichten nicht zur Isolierung aus, und es liegen nur
die mit Elektronenstof3ionisierung aufgenommenen Massenspektren vor.

Aus der Gruppe der natiirlich auftretenden Harzsduren konnten bislang die 2-Hydroxylactone
der Isopimar- (50) und Abietinsdure (46) sowie der Dihydro- und Dehydroabietinsdure (53)
identifiziert werden. Zusétzlich erfolgte die Zuordnung von Strukturvorschligen fiir die
2-Hydroxylactone der Neoabietin- (48) und Pimarsdure (51). Bislang konnte den Strukturen
der Levopimar- (47) und Palustrinsdure (49) vom Abietantyp sowie der Sandaracopimarséure
(52) vom Pimarantyp noch keine der im Elefantenurin gefundenen 2-Hydroxylactone als
Strukturvorschlag zugeordnet werden.

Durch den Vergleich mit Bibliotheksmassenspektren der korrespondierenden Methylester der
verbleibenden Harzsduren soll eine Zuordnung wahrscheinlich gemacht werden. Zu
berticksichtigen ist hierbei, dass in den kommerziell verfiigbaren Bibliotheken (NISTOS),
sowohl flir Palustrinsduremethylester (55) als auch fiir Levopimarsduremethylester (46) nur
jeweils ein Eintrag vorhanden ist. Ob die Aufnahme- und Korrekturbedingungen zu
Abweichungen im Massenspektrum fiihren, ist nicht bekannt. Bei den Spektren des Palustrin-
(55) und Levopimarsduremethylesters (56) aus der Bibliothek liegen im hdoheren
Massenbereich zunédchst Signale aus Abspaltungen einer Methyl- und Methylcarboxylgruppe
mit m/z 15 beziechungsweise m/z 59 aus dem Molekiilion m/z 316 vor. Die Fragmentierung
beginnt aufgrund der methylierten Carboxylgruppe anders als es bei den entsprechenden
2-Hydroxylactonen der Fall wére. Dafiir weist der mittlere Massenbereich von m/z 69 bis m/z
200 mit den Fragmentierungen des polyzyklischen Geriistes charakteristische intensive
Fragmentionen auf.

Der Palustrinsduremethylester (55) in Abbildung 74 weist die besonders charakteristischen
Fragmentionen m/z 149 und m/z 159 auf, die bei den anderen Harzsduremethylestern nicht in
vergleichbarer Intensitdt beobachtet werden. Bei der unbekannten Substanz E178 (Abbildung
75) treten diese identischen Fragmentionen auf. Das Muster der Fragmentionen im Bereich

zwischen m/z 79 und m/z 197 weist zusitzlich eine Vielzahl von Parallelen auf.
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Abbildung 74: Bibliotheksspektrum Palustrinsduremethylester (55)
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Abbildung 75: Massenspektrum der unbekannten Substanz E178

Im Bibliotheksspektrum des Levopimarsduremethylesters (56) in Abbildung 76 liegt das
charakteristische Fragmentionenmuster mit m/z 91, 105, 121, 133 und speziell das
geradzahlige Fragment m/z 146 vor. Diese Fragmentionen finden sich ebenso im
Massenspektrum der unbekannten Substanz E179 (Abbildung 77) wieder, wie weitere

signifikante Ubereinstimmungen im mittleren Massenbereich des Bibliotheksspektrums.
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Abbildung 76: Bibliotheksspektrum Levopimarsduremethylester (56)
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Abbildung 77: Massenspektrum der unbekannten Substanz E179

Anhand dieser Ubereinstimmungen und in Zusammenhang mit den bereits identifizierten

2-Hydroxyharzsdurelactonen des Substanzclusters kann fiir Verbindung E178 die Struktur von

2-Hydroxypalustrinsdurelacton und fiir Verbindung E179 die Struktur von 2-Hydroxy-

levopimarséurelacton als sehr wahrscheinlich angesehen werden.

37 \
O }
CaoH260, Ca2oH2g02
M =300 g/mol M =300 g/mol
E179 E178

Abbildung 78: 2-Hydroxylevopimarséurelacton und 2-Hydroxypalustrinséurelacton als Strukturvorschldge fiir

die unbekannten Verbindungen E179 und E178
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Biosynthese von Diterpenen aus der Gruppe der Harzsauren

Die Diterpenlactone konnen, wie alle Terpene, prinzipiell als Oligomere des Isoprens
(2-Methyl-1,3-butadien, 57) aufgefasst werden und lassen sich biosynthetisch aus Cs-

Isopentyleinheiten ableiten (58) (Isoprenoide)'®'*".

P

Abbildung 79: Isopren (57), Isopentyleneinheit (58)

Die Terpene zeichnen sich durch einen gemeinsamen Biogeneseweg aus. Bis kurz vor der
Jahrtausendwende galt die Biosynthese iiber den Mevalonatweg ausgehend von aktivierter
Essigsdure (Acetyl-CoA) als die einzig bekannte Terpenbiosynthese'”''*2. In den achtziger
Jahren des letzten Jahrhunderts wurde bei '*C-Markeirungsexperimenten ein vom Mevalonat
unabhéngiger  Biosyntheseweg, der ,Non-Mevalonate  Pathway“ oder auch

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Weg, entdeckt'”'””.

Die Biosynthese fiihrt in beiden fdllen zu den gleichen Vorstufen der unterschiedlichen
Terpene. Da die isolierten Harzsduren Diterpenoide sind, wird deren weitere Biogenese
ausgehend vom (E,E,E)-Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) (59) erldutert. Die Biosynthese
wurde beispiclhaft anhand des bifunktionalen Enzyms Abietadien Synthase bei der

198-201

Riesentanne (grand fir, Abies grandis) untersucht . Abietadien Synthase setzt sauer

induziert (E,E,E)-GGPP (59) in einer Kaskadenreaktion um.
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Abbildung 80: Biosynthese der Tricyclophytane der Abietadien- und Pimaradiengruppe

Im ersten Schritt dieser Polyencyclisierung wird das GGPP (59) durch Protonierung an
Position 14 und Deprotonierung an Position 19 zum stabilen bicyclischen Intermediat
(+)-Copalyldiphosphat (60) umgelagert. In der folgenden intramolekularen nucleophilen
Substitution bildet sich unter Ringschlull das Pimarenylkation (61).

Dieses stellt den zentralen Precursor der Biosynthesen von Harzsduren dar. Die
Deprotonierung des Pimarenylkation (61) auf dem Weg A ergibt die Pimaradiene (62). Weg B
fiihrt unter 1,4-Protonenumlagerung zum Zwischenprodukt (63). Zusétzlich kénnen auch die
Pimaradiene (62) protoneninduziert in das Intermediat 63 {liberfiihrt werden. Aus 63 entsteht
unter 1,2-Wagner-Meerwein-Umlagerung der Methlygruppe von C-13 zu C-15 und
anschlieBender Isomerisierung der Doppelbindung das Abietenylkation (64). Aus 64 entstehen

bei Deprotonierung die Abietadiene.
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Die Stereochemie der Ringverkniipfung verlduft entsprechend der Storck-Eschenmoser-
Hypothese®™*?, die besagt, dass Kaskadenreaktionen von (E)-konfigurierten Polyenen in
Isoprenoidbiosynthesen aufgrund der Vermeidung von 1,3-diaxialen Wechselwirkungen im

Ubergangszustand zu einem trans verkniipften Ringsystem fiihren.

H O"l.,

\, C-18- . C-2-
% Oxidation \, Oxidation
—_— —_—

Abbildung 81: Vermutliche Biogenese der Diterpenlactone vom Pimaradien- und Abietadientyp

Durch die nicht festgelegte Stereochemie am C-13 bei den Pimaradienen und die variable
Lage der Doppelbindungen in den Ringen B und C bei Pimaradienen und Abietadienen
entstehen die verschiedenen Harzsduren nach Oxidation der Methylgruppe an Position 18
(siche Abbildung 40). Die Hydroxylgruppe wird vermutlich enantioselektiv durch
enzymatische Hydroxylierung der Position 2 eingefiihrt. Abschliessende Lactonisierung ergibt

die 2-Hydroxyharzsdurelactone.
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2-Hydroxyditerpenséaurelactone in biologischen Zusammenhangen

Die selektive Hydroxylierung der Position C-2 und somit auch die Lactonisierung wurden
bislang nicht bei tierischen Organismen beschrieben. Wegen ihrer Toxizitdt wurde der
Metabolismus von Abietin- (46) und Dehydroabetinsdure (53) sowie anderer Terpenoide an

. 204
Kaninchen untersucht

. Dabei wurden den Kaninchen wissrige Losungen der Harzsduren
oral appliziert und die Urinmetabolite nach Extraktion und Derivatisierung per GC/MS
untersucht. Es wurde festgestellt, dass Oxidation fast ausschlieflich unselektiv an den
Positionen 15, 16 und 17 der Isopropylgruppen stattfindet. Eine Methylengruppe in einem der
Ringe wurde nur in Spuren bei Dehydroabetinsdure (53) an Position 7 zum Keton oxidiert. In
weiterfiihrenden Studien zur Biotransformation dieser Substanzen wurden nach oraler Gabe
von Dehydroabetinsdure (53) verschiedene Metabolite aus dem Urin der Kaninchen durch
Fliissigchromatographie getrennt und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert. Hier wurde
ebenfalls beobachtet, dass eine Oxidation unselektiv an der Isopropylgruppe stattfindet™”.
Die Abwisser von Zellstofffabriken enthalten die Diterpensduren als unerwiinschte
Substanzen, da diese fischgiftig sind. Daher wurden etliche Versuche unternommen, mit
Mikroorganismen einen biologischen Abbau zu weniger giftigen Metaboliten zu erreichen.
Eine kanadische Arbeitsgruppe unternahm dazu Versuche mit einer grolen Anzahl von Pilzen
und Bakterien®"**'*.

Von den untersuchten Mikroorganismen oxidierte nur der Pilz Mortierella isabellina
Dehydroabietinsdure (53), Isopimarsdure (50) und Abietinsdure (46) sowie chlorierte
Dehydroabietinsduren an der Position 2. Allerdings erfolgte schnell eine Weiteroxidation an
der Isopropyl- bzw. Ethenylgruppe. Kleine Mengen dieser 2-Hydroxyditerpensduren konnten
als Zwischenprodukte isoliert werden. Eine prédparative Darstellung gelang bislang nur
ausgehend von den hydroxylierten Harsduren der Isopimarsédure (50) und Dehydroabietinsdure

206,207

(53) zu den entsprechenden Lactonen (E175) und (E181) Die publizierten

spektroskopischen Daten sind allerdings unzureichend. Eine Darstellung von 2-Hydroxy-
abietinsdurelacton (182) zur Reinsubstanz gelang nicht, da ein Produktgemisch entstand**®.
Ein neueres japanisches Patent beschreibt die selektive mikrobielle Oxidation an Position 2
von Dehydroabietinsdure (53) und Abietinsdure (46) mit einem Pilz der Mucorgruppe®"”.

Weitere Oxidationsreaktionen der 2-Hydroxyditerpensduren finden nicht statt. Eine

Lactonisierung wurde weder beobachtet noch priparativ durchgefiihrt.
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Synthesestrategie zur Darstellung von 2-Hydroxyditerpenlactonen

Die Identifizierung unbekannter Strukturen in einer komplexen Matrix ist ein aufwindiger
Prozess. Liegen unvollstindige analytische Daten vor, wie bei dem Fehlen von
zweidimensionalen NMR-Spektren, so muss die aus den zur Verfligung stehenden Daten
postulierte Struktur mit Hilfe einer authentischen Referenzsubstanz verifiziert werden. Dabei
werden die analytischen Daten der Synthesesubstanz mit denen der natiirlichen Zielsubstanz
verglichen und die Substanz gilt als identifiziert, wenn alle analytischen Daten einer
synthetischen Verbindung mit dem Strukturvorschlag der natiirlichen Zielverbindung
libereinstimmen. Die postulierten Strukturen der Nebenkomponenten E175, E178, E179
und E184 konnen zweifelsfrei nur durch unabhingige Synthese bestétigt werden.
Fir potentielle zukiinftige Biotests der neuen Verbindungen wiirden ebenfalls
Substanzmengen bendétigt, die im praparativen Maf3stab liegen, da diese biologischen Tests
mehrfach und reproduzierbar durchgefiihrt werden miissen. Dabei miissen die Substanzen in
den natiirlich auftretenden Mengen und Konzentrationen eingesetzt werden.

Bislang sind jedoch weder fiir die Diterpenlactone der Harzsduren noch fiir die potentiellen
Vorstufen, die korrespondierenden 2-Hydroxyditerpensduren, Synthesen in der Literatur
bekannt.Die Erstellung einer Synthesestrategie ist somit erforderlich.

Die Carboxylgruppe ist die einzige funktionelle Gruppe im Geriist der Diterpensduren. Die
Einflihrung einer zusitzlichen Hydroxylgruppe mit organisch-chemischer Synthesetechnik ist
sehr kompliziert. Bislang sind nur Oxidationen in Allylstellung der Doppelbindungen der
Abietinsdure (46) beschrieben. Bei diesen Oxidationen mit Bleitetraacetat oder Selendioxid
wird jedoch neben der Einfiihrung einer Hydroxylgruppe an Position 9, auch Aromatisierung

216 Daher ist der

des Rings 3 mit und ohne Einfiihrung einer Hydroxylgruppe an 7 beobachtet
Ansatz, eine klassische organisch-chemische Synthese zu den 2-Hydroxyditerpenlactonen zu
entwickeln, ebenso wie eine Totalsynthese der tetrazyklischen Strukturen mit bis zu sechs

stereogenen Zentren, wenig Erfolg versprechend.
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Die Darstellung der 2-Hydroxyditerpenséduren als Vorstufen der 2-Hydroxyditerpenlactone
konnte vielmehr mit den erwéhnten mikrobiologischen Umsetzungen aus den Diterpensduren

206-208,215
erfolgen <0 Als

Edukte der priparativen Darstellung werden neben den klassischen
Harzsduren noch die Dehydroabietinsdure (53) und 7,8-Dihydroabietinsdure (65), die als

Referenzsubstanz nicht verfiigbar ist, bendtigt.

HO

1,

65

Abbildung 82: Kommerziell nicht erhéltliche 7,8-Dihydroabietinsdure (65)

Von den Harzsduren sind Abietinsdure (46), Neoabietinsdure (48), Isopimarsdure (50),
Pimarsdure  (51) und  Dehydroabietinsdure  (53)  kommerziell erhaltlich?"’.
In der Naturprobe wurde von den moglichen Doppelbindungsisomeren einzig das 2-Hydroxy-
7,8-dihydroabietinsdurelacton (E177) nachgewiesen. Die Reduktion von Abietinsdure (46) mit
Lithium in fliissigem Ammoniak ergibt jedoch ein Gemisch an Reduktionsprodukten®'®, so
dass die Darstellung der Dihydroabietinsdure (65) aus Abietinsdure (46) durch
Disproportionierung erfolgen soll. Dieses milde Verfahren ergibt neben einer hoheren
Selektivitdt der Reduktion die Dehydroabietinsdure (53) als zusétzliches Produkt. Dazu
wurden folgende Erfolg versprechende Voruntersuchungen unternommen.

219220 os
7, Fir

Abietinsdure (46) ist oxidationsempfindlich gegeniiber Licht, Sduren und Wirme
eine schnelle Reaktionskontrolle der Disproportionierungsansitze durch GC/MS mit hoher
Trennschérfe wurde 46 durch Versterung zum Methylester in ein leichter fliichtiges Derivat
umgewandelt. Dazu war die durch Mineralsduren katalysierte Methylierung mit MeOH aus
Griinden der Eduktlabilitit ungeeignet. Eine beschriebene Methylierung mit Diazomethan®!

wurde fiir den gewiinschten préparativen Mallstab ebenfalls verworfen.
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1. DCM, Oxalylchlorid
2. Pyridin, MeOH

N
LiOH, (CH30)SO,
DMF o

@]

46 66 67

Abbildung 83: Darstellung von Abietinsduremethylester (66)

Der erste Ansatz der Methylierung von 46 durch Umwandelung in das Sdurechlorid mittels
Oxalylchlorid und anschlieBender Hydrolyse mit MeOH ergab zwar den gewiinschten
Abietinsduremethylester  (66), aber  als Hauptprodukt  entstand  Dehydro-
abietinsduremethylester (67). Ein besseres Produktverhiltnis zu Gunsten von 66 gelang durch
die sanfte Methylierung von 46 im Alkalischen bei Raumtemperatur nach dem HSAB-Prinzip
mit LiOH und Dimethylsulfat in Dimethylformamid®**.

. — T Abietinssuremethylester (66)
Dehydroabietinsduremethylester (67)

Methylierung Ansatz 1:
Isopimarsauremethylester (68) 1. Oxalylchlorid / DCM

\ 2. MeOH / Pyridin

Methylierung Ansatz 2:
LiOH / Dimethylsulfat / DMF

o mrn

T T

T T T T T

T T T T T T T T T T T T T 1
36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 RT

Abbildung 84: Vergleich Chromatogramme (TIC) der Methylierungen von Abietinsdure (46)
(Saule: 30 m VF-5ms, 0.25 mm ID, 0.25 pm FD Temperaturprogramm: 60°C, 5min isotherm, 5°C/min auf
300°C, 10 min isotherm; Injektion. 10 s sl)
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Neben der besseren relativen Ausbeute an Abietinsduremethylester (66) zeigt der Vergleich
der Analysen beider Methylierungsreaktionen neben Dehydroabietinsduremethylester (67)
noch als weiteres intensives Signal Isopimarsduremethylester (68) (Abbildung 84).
Kommerziell verfiigbare Abietinsdure (46) hat lediglich einen Reinheitsgehalt von 75%, und
als Verunreinigungen konnen aufgrund der Gewinnung aus Koniferenharz andere Harzsduren
enthalten sein. Mit Dimethylsulfat gelang die préparative Darstellung trotz der Nebenreaktion
und Verunreinigung des Edukts zufrieden stellend. Das Rohprodukt der Reaktion wurde zur
Methodenentwicklung der Disproportionierung eingesetzt. Versuche zur Disproportionierung
von Abietinsduremethylester (66) wurden sowohl mit Palladium auf Kohle als auch mit
Palladiumhydroxid auf Kohle getestet. Die Disproportionierung mit Palladiumhydroxid wurde
sowohl ohne als auch mit Cyclohexen und Cyclohexadien als zusdtzlichen Wasserstoft-

223

ibertrager getestet””. Bei dem Einsatz von Pd/C war weder bei Raumtemperatur noch beim

Sieden unter Rickflufl in Benzol eine nennenswerte Reaktion zu beobachten.
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Abietinsauremethylester (66)

Edukt Dihydroabietinsiuremethylester | 69) / 1l (70)

Isopimarséduremethylester (68) \ \ /// Dehydroabietinsauremethylester 67)

Dihydroisopimarsauremethylester | / 1|

X

Pd(OH),
Cyclohexadien

L

—

I 1 I ) I
Pd(OH),
Cyclohexen
T T T T T T I T 1 T T T T T T
Pd(OH)2 f
L
I I I I I

I I I | | | | | I I
40.00 41.00 42.00 43.00 44.00 45.00 46.00 RT
Abbildung 85: Gaschromatogramme der Disproportionierungsreaktionen von technischer Abietinséure (46)
(Saule: 30 m VF-5ms, 0.25 mm ID, 0.25 pm FD Temperaturprogramm: 60°C, 5min isotherm, 5°C/min auf
300°C, 10 min isotherm; Injektion: 10 s sl)

Die Ansdtze von Pd(OH), mit Cyclohexen und Cyclohexadien lieferten die gewiinschten
Dihydroabietinsduremethylester nach dem Hauptprodukt 66 als zweitstarkste Produkte. Durch
Abgleich mit Bibliotheksspektren konnte Dihydroabietinsduremethylester 1 der Struktur
7,8-Dihydroabietinsduremethylester (69) und Dihydroabietinsduremethylester II der Struktur
8(14)-Abietensdauremethylester (70) zugeordnet werden. Die Massenspektren in Abbildung 86
bis Abbildung 88 wurden fiir einen verldsslichen Vergleich der Fragmentierungen unter den

gleichen massenspektrometrischen Bedingungnen aufgenommen.
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Abbildung 86: Massenspektrum von 7,8-Dihydroabietinsduremethylester (69)

ho7
43
. 55
79
243
C21H3402
59 67§g 81 255 M =318 g/mol
187 259 203
215
| | 173 201 271275 287 318
i P I m ||5|| i Ll A, | . ’ . | L2 = L
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300  miz
Abbildung 87: Massenspektrum von 8(14)-Abietensdauremethylester (70)
1 107
o
e
105
i o1 1° 4
79 81 (93 121 C20H3002
67~ 19 215 M = 302 g/mol
43 55 95 >
-
9 - 133135 258
/ 147 159 259
2
149 173 g7 - 30
- 243
i N ||'l ol !| 1l 'nI. SN PR " el I . el . ,|,' . . 287' 'l. . .
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300  miz

Abbildung 88: Massenspektrum von 2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsdurelacton (E177)
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Die priparative Auftrennung der Produkte aus der Methylierungsreaktion gelang mit Hilfe
praparativer HPLC analog der Methode fiir die 2-Hydroxyditerpensdurelactone bei erhohten
Retentionszeiten. Somit konnen alle erforderlichen Edukte fiir eine mikrobielle Umsetzung
dargestellt und auch im priparativen MaBstab isoliert werden.

Die Isolierung der hydroxylierten Diterpensduren aus dem wissrigen Kulturmedium der
mikrobiellen Hydroxylierung kann entweder mittels Fliissig-fliissig Extraktion oder durch
Festphasenextraktion analog zur Isolierung der Substanzen aus dem Urin und folgender
Reinigung der Extrakte mit praparativer HPLC durchgefiihrt werden.

Die gereinigten 2-Hydroxyditerpensduren sollten unter Bildung der y-Lactone zu den
Zielverbindungen umgesetzt werden konnen. Die Bildung von y-Lactonen aus
4-Hydroxysduren ist entropisch beginstigt”®* und sollte unter mildsaurer Katalyse mit
p-Toluolsulfonsdure in Toluol gelingen. Falls Isomerisierung der Doppelbindungen auftritt,
kann alternativ die Aktivierung der Carboxylgruppe unter neutralen Bedingungen durch
Umwandlung in gemischte Anhydride mit Carbonyldiimidazol oder Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) erfolgen””. Das Mukaiyama-Verfahren mit o-chloriertem  N-Methyl-
pyridiniumiodid*****” und der Steglich-Katalysator Dimethylaminopyridin®® wiren weitere
Optionen zur Aktivierung. Fiir den letzten Schritt der Darstellung von synthetischen
Referenzverbidungen durch Lactonisierung der hydroxylierten Vorstufen stehen daher

erprobte und Erfolg versprechende Methoden zur Verfligung.
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Ergebnisse und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst eine Vielzahl fliichtiger Verbindungen mit Hilfe
der HS-SPME im Urin der Elefantenkiihe identifiziert. Darunter finden sich die Vertreter
unterschiedlichster Substanzklassen, wie zum Beispiel Terpene, Terpenoide, oxygenierte
Aliphaten, Alkaloide und Steroide. Die biologische Herkunft und Funktion der Mehrheit
dieser Substanzen ist bislang im Zusammenhang mit der Anwesenheit im Elefantenurin
unklar.

Die Anwesenheit der an Position 2 ungesittigten Steroide Sa-Androst-2-en-17-on (38) und
Sa-Androst-2-en-17B-ol (39) wurde im Elefantenurin eindeutig bewiesen. Zusitzlich wurden
korrespondierende Steroide mit der Unsittigung an Position 3, Sa-Androst-3-en-17-on (E159)
und So-Androst-3-en-17p3-o0l (161) identifiziert und bestétigen so deren Entstehung aus den
Vorstufen Sa-Androstan-17-on-33-sulfat (40) und 5o-Androstan-17f3-ol-3p3-sulfat (41). Eine
analoge Entstehung kann fiir die nachgewiesenen Steroide So-Pregn-2-en-20-on (E173),
5a-Pregn-3-en-20-on (E174) und weitere vorhergesagt werden.

Fir die Verbindungen des Substanzclusters, der synchron und zyklisch mit einem
Konzentrationsanstieg wiahrend der Follikelphase in der Elefantenherde auftrat, wurden
anfianglich ebenfalls Strukturen der Steroide bzw. Steroidmetaboliten angenommen. Diese
zyklisch wiederkehrenden Substanzen konnten isoliert und identifiziert werden. Dazu wurde
eine Aufarbeitungsmethode unter Nutzung von Festphasenextraktion, fest-fliissig-Extraktion
und préparativer HPLC entwickelt. Im Rahmen dieser Methodenentwicklung wurde klar, dass
die isolierten Hauptkomponenten des Substanzclusters im Elefantenkuh-Urin lediglich im
ppb-Bereich vorlagen, da die NMR-spektroskopischen Experimente mit einer maximalen
Substanzmenge in der GroBenordnung eines Milligramms erfolgten.

Bei der Aufklarung der Strukturen stellte sich heraus, dass es sich nicht, wie urspriinglich
vermutet, um Steroide mit einem Gonangeriist (71) handelt, sondern um tricyclische

Diterpene mit Abietan- (45) und Pimarangeriist (44).

Abbildung 89: Gonan- (71) Abietan-(45) Pimarangeriist (44)
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Bei den eindeutig durch NMR Spektroskopie identifizierten Verbindungen handelt es sich um
2-Hydroxyisopimarsdurelacton (E176), 2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsdurelacton (E177),
2-Hydroxydehydroabietinsdurelacton (E181) und 2-Hydroxyabietinsdurelacton (E182). Fiir die
Nebenkomponente E175 konnte anhand der erlangten Daten, insbesondere durch die in NMR-
Experimenten zugeordneten Partialstrukturen, das 2-Hydroxy-pimarsdurelacton (E175) als
Strukturvorschlag postuliert werden.

Zusitzlich kénnen den Verbindungen E178, E179 und E184 unter Beriicksichtigung der
massenspektrometrischen Fragmentierungsreaktionen und Vergleich mit strukturverwandten
Verbindungen die Strukturvorschlige 2-Hydroxyneoabietinsdurelacton (E184), 2-Hydroxy-
palustrinsdurelacton (E178) und 2-Hydroxylevopimarsdurelacton (E179) zugeordnet werden.
Dabei wurde beriicksichtigt, dass die natiirlich vorkommenden Harzsduren prinzipiell die
Vorstufen, analog zu den identifizierten Verbindungen, der noch nicht vollstindig
identifizierten Verbindungen E175, E178, E179 und E184 darstellen. Daher basieren die
entsprechenden Strukturvorschlige auf den bekannten Grundgeriisten der Harzsduren. Die
vermutliche absolute Konfiguration der Lactone E175-E179 und E181-E184 entspricht den
Beschreibungen der Stereochemie in den Kapiteln. Diese Annahme ist plausibel, da die
Biosynthese solcher Verbindungen mit definierter Stereochemie ablduft (Storck Eschenmoser

Hypothese'™").
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Abbildung 90: 2-Hydroxypimarsédurelacton (E175), 2-Hydroxyisopimarsdurelacton (E176), 2-Hydroxy-7,8-
dihydroabietinsdurelacton (E177), 2-Hydroxydehydroabietinsdurelacton (E181), 2-Hydroxyabietinsdurelacton
(E182), 2-Hydroxyneoabietinsdurelacton (E184), 2-Hydroxylevopimarsdurelacton (E179) und 2-Hydroxy-

palustrinsdurelacton (E178)

Die identifizierten Verbindungen sind als Naturstoffe neu. Nur 2-Hydroxyisopimarsidurelacton
(E177) und 2-Hydroxydehydroabietinsdurelacton (E181) sind in der Literatur beschrieben.
Allerdings nicht als natiirlich auftretende Substanzen, sondern als Produkte einer

synthetischen Lactonisierung”’"*

. Die biologische Aktivitdt und biogenetische Herkunft
dieser Diterpenlactone E175-E179 sowie E181, E182 und E184 ist gegenwdrtig unklar und

muss Inhalt weiterer Untersuchungen sein.

Zur préaparativen Darstellung aus kommerziell erhiltlichen Diterpenen der Harzsduren wurde
ein Weg skizziert. In ausfiihrlichen Voruntersuchungen gelang sowohl die Darstellung der
kommerziell nicht erhidltlichen Isomere der Dihydroabietinsduren als auch die priparative
Trennung der Harzsduren als Edukte einer mikrobiellen Umsetzung zu den identifizierten
Verbindungen. Die letztlich noch fehlende mikrobielle Umsetzung konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht durchgefiihrt werden, da dies nur in Kooperation mit einem mikrobiologischen

Labor erfolgen kann.
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Zukiinftige Versuche zur biologischen Aktivitit bendtigen diese Darstellung zur Gewinnnung
authentischer Referenzverbindungen. Durch Isolierung anhand des dargestellten Weges bei
der Anreicherung aus dem Urin, gefolgt von préaparativer HPLC, konnen die Verbindungen
einzeln und in natiirlicher Zusammensetzung auf ihre Aktivitdt und synergistische Effekte hin
getestet werden. Weiterhin wiirde die Darstellung der bislang postulierten Strukturen der
Nebenkomponenten E175, E178, E179 und E184 den indirekten Strukturbeweis ermdglichen.
Durch Ubereinstimmung beim Vergleich der analytischen Daten (Retentionszeit und
Massenspektrum) der Zielsubstanz mit denen der Referenzsubstanz konnten die

Strukturvorschliage verifiziert werden.
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Buntbock

Allgemeines zum Buntbock

Der Buntbock (Afrikaans/Englisch: Bontebok, Damaliscus pygargus (Pallas, 1767)) ist eine
im siidlichen Afrika endemisch vorkommende Kuhantilope, welche in die zwei Unterarten
Echter Buntbock (Damaliscus pygargus pygargus) und Blessbock (Damaliscus pygargus
phillipsi) unterteilt ist (Abbildung 92). Buntbocke haben ein kréftig rotbraunes Haarkleid mit
dunkleren Flanken und Liufen, von denen sich die Bauchpartie, die unteren Extremititen und
der Spiegel weill absetzen (Abbildung 91). Die besonders charakteristische Blesse am Kopf
verlduft vom Hornansatz bis zum Maul und
ist nur auf Augenhdhe diinn unterbrochen.
Beim Blessbock ist dieser Streifen der Blesse
etwas schmaler. Als zusitzliche
Unterscheidung ist die weile Farbung des
Spiegels und der Hinterldufe beim Echten
Buntbock ausgeprégter. Geringelte schwarze
Horner werden von beiden Unterarten und
Geschlechtern  getragen. Ausgewachsene

Buntbocke haben eine Schulterhohe von 85-

100 cm, GeiBlen wiegen etwa 60 kg und
fl
Bocke 70 kg, konnen abergelegentlich bis zu i[

100 kg erreichen. b, L
Abbildung 91: Zeichnung des Buntbocks

Die Unterarten lassen sich nur schwer von einander abgrenzen. Eine strikte taxonomische

Trennung ist zusitzlich erschwert, da sich die Unterarten kreuzen und die aus Paarungen

entstandenen Hybride ihr Erbgut ebenfalls weitergeben®”’.
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[ Ordnung Artiodactyla (Paarhufer)]

[ Unterordnung Ruminantia (Wiederkéuer)]

[ Familie Bividae (Horntréger)]

[ Unterfamilie Alcelaphinae (Kuhantilopen)]

[ Gattung Damaliscus (Leierantilopen) ]

[Art Damaliscus pygargus (Buntbock)]

Unterart: Echter Buntbock Unterart: Blessbock
Damaliscus pygargus pygargus Damaliscus pygargus phillipsi

Abbildung 92: Auszug aus der giiltigen phylogenetischen Systematik der Paarhufer

Die phylogenetische Systematik in Abbildung 92 folgt der Auffassung von Wilson und
Reeder™’, welche die frithere Einteilung des Buntbocks in die Art Damaliscus dorcas mit den
Unterarten Damaliscus dorcas dorcas fiir den Echten Buntbock und Damaliscus philippsi fiir
den Blessbock ersetzt hat. Diese éltere Einteilung in Abbildung 93 ist jedoch noch immer weit
verbreitet und fiihrt durch den geldufigen Gebrauch nicht nur in &lterer Literatur gelegentlich

zu taxonomischen Verwechslungen.

[ Gattung Damaliscus (Leierantilopen) ]

l
[ Art Damaliscus dorcas (Buntbock) ]

(Unterart: Echter Buntbock ( Unterart: Blessbock ]

Damaliscus dorcas dorcas Damaliscus dorcas phillipsi

Abbildung 93: Altere, revidierte Einteilung der Gattung Damaliscus
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Durch das Entstehen eines sehr trockenen Landstreifens, der heutigen Halbwiiste Karoo,
entstanden vor tausenden von Jahren die beiden endemischen Unterarten aus einem
gemeinsamen Vorfahren. Die Karoo trennte den Fynbos, eine von mediterranem Klima
gepriagte Vegetation der Kiistensteifen im siidwestlichen Siidafrika, von den trockeneren
Ebenen im Landesinneren. Der Echte Buntbock entwickelte sich in den Ebenen des
Kiistenstreifens, wihrend die Population des Blessbocks eine der hiufigsten Antilopenarten

im zentralen Flachland Stuidafrikas war.

Geschlechtsreife ménnliche Buntbocke leben als FEinzelginger und zeigen ein sehr
ausgepragtes Territorialverhalten. Eine Umsiedlung oder Vertreibung aus ihrem
angestammten Lebensraum, den sie meist das ganze Jahr iliber nicht verlassen, in eine
ungewohnte Umgebung, ist praktisch unmoglich. Weibliche Buntbocke dagegen leben in
kleinen Gruppen mit den Jungen des Vorjahres und durchziehen in der Paarungszeit
verschiedene Reviere erwachsener Ménnchen.

Die Mehrzahl fliichtender Buntbdcke hilt unter Jagddruck die Kopfe nach unten gerichtet, als
ob Informationen am Boden fiir sie von groBerer Bedeutung sind als die Quelle der
Bedrohung. Dieses ist auch der Grund dafiir, dass besonders der Echte Buntbock in Freiheit
schon seit der Jagd durch die ersten Siedler Siidafrikas am Rande der Ausrottung stand und es
1926 gerade noch 17 Tiere in freier Wildbahn gab®'. Obwohl der Bestand durch die Hege in
Schutzgebieten wieder deutlich ansteigen konnte, gilt die Tierart immer noch als potentiell
gefihrdet und wird in der Roten Liste Siidafrikas aufgefiihrt™>*®. Auch die
Blessbockbestdnde waren erheblich reduziert, konnten sich aber durch Nachzucht auf Farmen
und in Schutzgebieten erholen (Bestand 240.000 Tiere, steigend)™”.

Wie bei allen Paarhufern liegt die Mittelachse des Beins zwischen dritter und vierter Zehe,
welche vergroBert sind und als einzige den Boden beriihren. Die erste Zehe fehlt génzlich
wiahrend die zweite und vierte aufgrund ihrer Verkiimmerung den Boden nicht beriihren.
Zwischen dritter und vierter Zehe liegen die Interdigitaldriisen. Sowohl die ausgeprigte
Reviertreue als auch das ungewdhnliche Fluchtverhalten des Buntbocks wird mit den
Markierungen durch das Sekret der Interdigitaldriisen in Verbindung gebracht.

Der chemische Charakter des Diisensekrets weist auf eine langfristige Funktion zur
Markierung des Habitats hin, da die menschliche Nase den typischen Geruch auch noch nach
Monaten und Jahren an Gerdten im Labor, die mit Sekret in Kontakt gekommenen waren,

wahrnehmen kann.
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Nachdem in einer ersten Untersuchung des Interdigitaldriisensekrets in den Jahren 1976-77
neun Verbindungen identifiziert wurden®>>*°, konnten bei einer erneuten weiterfiihrenden

Untersuchung zusitzlich 76 Komponenten aufgeklirt werden™’

. Bei diesen insgesamt 85
Verbindungen konnte weder eine qualitative Unterscheidung zwischen den beiden Unterarten
Echter Buntbock und Blessbock noch zwischen Geschlechtern frei lebender Tiere in
verschiedenartigen Habitaten gefunden werden. Kleinere quantitative Differenzen deuten
wahrscheinlich nicht auf eine unterschiedliche semiochemische Information hin.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Probe enthielt Interdigitaldriisensekrete von
verschiedenen Tieren beiderlei Geschlechts.

Mit Aufklirung der chemischen Zusammensetzung des Interdigitaldriisensekretes sollen
Kandidatverbindungen eines potentiellen Markierungspheromons identifiziert werden, um
dieses zur Untersuchung des Territorialverhaltens der Antilope zu nutzen. Tiere aus erholten

Bestinden in Zuchten und Reservaten konnten schonend in neu eingerichtete Habitate

verbracht werden, um auf diesem Wege chemaligen Lebensraum zurlick zu gewinnen.
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B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B23
B24
B25
B26
B27
B28
B29
B30
B31
B32
B33
B34
B35
B36
B37
B38
B39
B40
B41
B42
B43
B44
B45
B46
B47
B48
B49
B50
B51
B52
B53

But-2-enal

Butanal
2-Methylbut-3-en-2-ol
Tetrahydrofuran
2-Methylbutan-2-ol
3-Methylbutan-2-on?
3-Methyl-3-buten-2-on
(32)-Penten-2-ol®
Pentanal®

Heptan

1-Pentanol
3-Methyl-2-butenal
Butansaure
2-Hexanon?

Hexanal®

Octan®
Valeriansauremethylester
3,3-Dimethyl-2-acetyloxiran
Ethylbenzol

1-Hexanol
Valeriansaure
2-Heptanon (27)?
Dimethylsulfon®
Heptanal®
5,5-Dimethyl-2(5H)-furanon
(22)-Heptenal®
?-Octanon

Phenol?

Hexansaure®
2-Octanon?
2-Pentylfuran (E15)
Octanal®
2,4-Heptadienal®
Decan

4-Hex-2-enolid
3,5-Octadien-2-ol®
Tetrahydro-(2H)-pyran-2-on
4-Hexanolid
2,6-Dimethyl-1,3,7-octatrien
2-Octenal®
4-Nonanon®

m-Cresol®
Heptansaure®
Linalooloxid (Furanoid)
B-Terpineol
2-Nonanon®
Linalooloxid (Pyranoid)
Nonanal

Linalool®

y-Terpineol
3-Nonen-2-on
4-Heptanolid

B54
B55
B56
B57
B58
B59
B60
B61
B62
B63
B64
B65
B66
B67
B68
B69
B70
B71
B72
B73
B74
B75
B76
B77
B78
B79
B80
B81
B82
B83
B84
B85
B86
B87
B88
B89
B90
B91
B92
B93
B94
B95
B96
B97
B98
B99

2-Nonenal®

Octansaure®

p-Cymen-8-ol

a-Terpineol®

2-Octensaure

2,4-Nonadienal

dioxygeniertes Terpen SV
4-Non-2-enolid

2-Decenal

Nonansaure

Geranial

(5Z)-Undecen-2-on?

2-Undecanon?

2,5-Decandion®

2,4-Decadienal®

unbekannt mit Basepeak 84
(5Z)-Nonen-4-olid

3-Decensaure

Decansaure®
3-Hydroxyacetophenon
2-[(4E)-Hepten-1-yl]pyridin®
2-(Hept-1-yl-)pyridin®
2,5-Undecandion®

unbekannt

Dodecadienol SV

(52)-Decen-4-olid

3-Dodecen-2-on SV

4-Undecanolid

Tridecanal

2-Heptanoylpyridin®

12-Dodecanolid

Dodecadienol SV

Dodecansaure

unbekannt

5-Hydroxy-4-decanolid
2,4,4-Trimethyl-1,3-pentandioldiisobutyrat
5-Hydroxy-4-decanolid Diastereomer
unbekannt, Basepeak 69, Masse 194
(6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)*
4,6-Dimethoxy-2-hydroxyacetophenon
unbekannt, Basepeak 41, Masse 196
Dodecan-5-olid?

unbekannt

unbekannt Basepeak 85
Tetradecansaure®

Hexadecanal

B100 Pentadecansaure®
B101 Heptadecanal

B102 (9Z)-Hexadecensaure®
B103 Hexadecansaure®
B104 Heptadecansaure®
B105 Octadecansaure®

Tabelle 11: Substanzliste des Totalionenstromchromatogramms des Buntbockinterdigitaldriisensekrets

*Verbindungen ebenfalls in vorherigen Untersuchungen aufgeklart
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Abbildung 95: Strukturvorschlége einiger Hauptkomponenten und ausgewéhlter Verbindungen
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Zielsetzung

Als eine der Hauptkomponenten des Interdigitaldriisensekrets des Buntbocks wurde
(6Z)-Dodec-6-en-4-olid" (18) aufgeklirt (Abbildung 96). Die Substanz hat fiir menschliche
Nasen einen deutlich wahrnehmbaren Geruch und ist unter anderem ein Duftbestandteil von

0

Pfirsichsaft®*® und WeiBwein>*’. Sie wurde als Aromabestandteil in Milch von Rindern**® und

damit in weiteren Milchprodukten (Butterfett24l, Cheddar Cheese242, Emmentaler243,
Camembert***) sowie im subkutanen Fettgewebe von Limmern** nachgewiesen und fiihrt zu
dem siillichen Geschmack des gekochten Lammfleisches. Aulerdem wird sie unter anderem
von dem Schimmelpilz Fusarium poae**® und dem marinen Bakterium DFL-27 [aus Zellen

der Algen (Dinoflagellaten) Alexandium ostenfeldii] produziert™*’.

A~

O

Abbildung 96: (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

Weiterhin wurde diese Verbindung bereits als Pheromon des nordamerikanischen
Schwarzwedelhirsches Odocoileus hemionus columbianus, der ebenfalls in die Ordnung der
Paarhufer (Artiodactyla) gehdrt, identifiziert und wird daher auch als ,,Deer Lactone* (Hirsch
Lacton) bezeichnet'”. Der Schwarzwedelhirsch reichert diese Verbindung mit Hilfe von

Haarbiischeln der FuBwurzeldriise aus seinem Urin an’*

. Das ,,Deer Lactone* 18 liegt in der
Z-Konfiguration der Doppelbindung®’ und einem enantiomeren Verhltnis 89% (R) und 11%
(S) vor*®. Es weist eine semiochemische Funktion bei Tieren jeden Alters und beiderlei
Geschlechts auf. Kitze nutzen es zum Anzeigen einer Notsituation, wihrend erwachsene Tiere
damit auf eine Bedrohung hinweisen®*.

Das Lacton 18 gilt auch im Kontext mit dem Buntbock als potentielle Kandidatverbindung fiir
einen verhaltensmodifizierenden Wirkstoffs oder Bestandteil eines solchen Buketts. Fiir eine
mogliche biologische Aktivitit ist, zumindest im Bereich der Insektenpheromone, oft neben

der naturgetreuen quantitativen Zusammensetzung der Substanzen ebenso das exakte

stereochemische Verhiltnis von entscheidender Bedeutung.

" [UPAC Name: 5-Oct-2-enyldihydrofuran-2-on
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Die Bestimmung der Zusammensetzung der Enantiomere im Interdigitaldriisensekret des
Buntbocks soll nach asymmetrischer Synthese der Enantiomere des Lactons 18 durch
enantioselektive Gaschromatographie erfolgen. In Feldtests soll die biologische Aktivitét des
Lactons in natiirlicher Zusammensetzung der Enantiomere, der enantiomerenreinen
Verbindungen und des Racemats getestet werden. Ein potentieller Unterschied der
biologischen Aktivitdt zwischen dem natiirlichen Enantiomerengemisch und den optischen
Antipoden soll hiermit untersucht werden.

Fiir umfangreiche Freilandtests sollen jeweils etwa 3-5 g der optisch reinen Verbindungen
und des Racemats zur Verfiigung gestellt werden. Weiterhin sollen fiir bislang unbekannte

Inhaltsstoffe Strukturvorschldge gemacht werden.
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Synthesen

Darstellung von racemischem (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

Zunéchst wurde die Synthese des racemischen (6Z)-Dodec-6-en-4-olids (18) durchgefiihrt, da
die enantioselektive Synthese priparativ aufwindiger und kostenintensiver ist und fiir
Feldtests zur biologischen Aktivitit groBere Mengen des Racemats nétig sind. Von Burger et

al. wurde die Darstellung des racemischen Lactons nach folgender Methode beschrieben®”:

. " O/Q
WOH — WO/Q e W
72 73 74
|
oH =—4— o@
/\/W Z
OH OH

77 76

|
SN O e L

78 18
a: DHP, HCI, DCM; b: m-CPBA, CHCl;; ¢: n-BuLi, 1-Heptin, Dioxan;
d: MeOH, HCI, e: Ag,CO;/Celite, Benzol; f: Pd / BaSO,, Chinolin, H,

Abbildung 97: Synthese des racemischen (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) nach Burger

Hierbei wurde zunichst die Hydroxyfunktion von Pent-4-en-1-ol (72) unter salzsaurer
Katalyse mit Dihydropyran blockiert (a) und anschlieBend die Doppelbindung von 73 durch
meta-Chlorperbenzoesédure in Chloroform in das Epoxid 74 umgewandelt (b).

Offnung des Epoxids durch das Anion von 1-Heptin (75) fiihrte zu 76 (c). Dieses wurde
sdurekatalysiert zum Alkindiol 77 deblockiert (d).

Selektive Oxidation der primdren Alkoholfunktion mit Silbercarbonat auf Celite nach der

Methode von Fetizon fiihrte zum Dodec-6-in-4-olid (78) (e) 250,
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Abbildung 98: Produktgemisch der unselektiv verlaufenden Hydrierung von 78 mit Lindlarkatalysator

Die partielle Hydrierung der Dreifachbindung an mit Chinolin vergiftetem Lindlarkatalysator
ergab (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) (f). Da sich diese Hydrierung (Schritt f) in der
Vergangenheit prédparativ nicht quantitativ. zum Alken durchfithren lieB und ein
Produktgemisch aus Alkanolid 79, Alkenolid 18 und Alkinolid 78 entstand (Abbildung 98)251,
welches sich chromatographisch schwer im priparativen Maf3stab trennen ldsst, wurde der
Syntheseplan abgewandelt. Die C-C-Verkniipfung sollte statt mit deprotoniertem 1-Heptin
(75) (Schritt ¢) mit dem in situ erzeugten Cuprat aus (1Z2)-1-Heptenyliodid (81) durchgefiihrt
werden. Ein chromatographisches Trennproblem zwischen (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) und
Dodec-6-in-4-olid (78) kann so vermieden werden. Das dafiir benétigte (1Z)-1-Heptenyliodid
(81) wurde zuvor tiber 1-Iod-1-heptin (80) als Zwischenstufe aus 75 dargestellt:

|
a b
\\\/\/\ - \/\/\ - NN
75 80 81

a: n-BulLi, Iod, Et,0; b: BH3*S(CH3;),, Cyclohexen, Et,0

Abbildung 99: Synthese von (1Z)-1-Heptenyliodid (81)

133



Deprotonierung von Heptin (75) durch n-Butyllithium in Diethylether und Umsetzung des
Carbanions mit elementarem lod ergab 1-lod-1-heptin (80) (Abbildung 99, Schritt a).
Stereoselektive Reduktion mit in Situ erzeugtem Dicyclohexylboran (Abbildung 99, Schritt b)
fiihrte nach Hydrolyse zu (1Z)-Heptenyliodid (81). Die entsprechend abgednderte Synthese
wurde auf dem in Abbildung 100 dargestellten Weg durchgefiihrt:

XNy 2 \/\/\O/Q — O/Q

72
|

NSNS o — @/Q

OH OH
83 82

l
e~ A o

18

a: DHP, TsOH, DCM; b: m-CPBA, DCM; c¢: (12)-1-Heptenyliodid (81), n-BuLi, Cul, Et,O;
d: MeOH, TsOH; e: Ag,CO;/Celite, Toluol

Abbildung 100: Verbesserte Synthese von racemischen (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

Ausgehend von Pent-4-en-1-ol (72) wurde (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) erhalten. 72 wurde
unter Katalyse durch p-Toluolsulfonsdure in Dichlormethan mit Dihydropyran blockiert”**>>.
Die Epoxidierung von 73 erfolgte mit m-CPBA in Dichlormethan zu 74. Das Cuprat hoherer
Ordnung aus (1Z)-Heptenyl-1-iodid (81) in Diethylether offnete das Epoxid zu 82.
Deblockieren mit p-Toluolsulfonsdurechlorid in Methanol flihrte zum Alkendiol (83). Die
primire Hydroxylgruppe wurde selektiv nach der Methode von Fetizon zur Carboxylgruppe

oxidiert. Durch anschliessende in situ Zyklisierung bildete sich (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18).
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Erste Strategie zur enantioselektiven Synthese
Die Darstellung von enantiomerenreinem (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) gelang Ravid et al.
mittels einer klassischen Chiral-Pool-Synthese, welche von den Enantiomeren der

Glutaminséure (84) ausging®":

COOH o
HOO NH» e O —_— e}
OH OH

84 85 86

87 18

a: NaNO,, HCI, H,0; b: BH;*S(CH;),, THF;  ¢: TsCl, Pyridin;
d: n-BulLi, (1Z)-1-Heptenyliodid (81), Cul, Et,0

Abbildung 101: Enantioselektive Synthese von (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) nach Ravid et al. ***

Als Ausgangsverbindungen dieser Synthese wurden die kommerziell erhiltlichen optisch
reinen Enantiomere der Glutaminsdure (84) genutzt. Im Schritt a (dargestellt ist die Variante
mit L-Glutaminsdure) konnte durch Diazotierung mit salpetriger Sdure unter Retention der
Konfiguration (S)-(+)-y-Carboxy-y-butyrolacton (85) dargestellt werden. Selektive Reduktion
der freien Carboxylgruppe in Anwesenheit der Lactonfunktion mit Boran-Dimethylsulfid-
Komplex ergab (S)-(+)-y-Hydroxymethyl-y-butyrolacton (86), dessen Hydroxylgruppe mit
TsCl in das entsprechende Tosylat (87) iiberfiihrt wurde. Dieses diente als Abgangsgruppe bei
der anschlieBenden Umsetzung mit Dihept-1-enylcuprat, welches aus (1Z)-Heptenyl-1-iodid
(81) in situ dargestellt wurde. Produkt dieser Cupratkopplung ist (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18).
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit gelang in einer ersten, leicht abgednderten
Synthese die Darstellung von (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) anhand des obigen Syntheseplans.
Der Diazotierungschritt (a) konnte {ibersprungen werden, da beide optisch reinen
Enantiomere des y-Carboxy-y-butyrolactons (85) kommerziell erhéltlich sind. Die Umsetzung
im letzten Syntheseschritt (d) gelang nur in sehr unbefriedigenden Ausbeuten [(S)-(18) 11%,
(R)-(18) 13 %)].
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Der Austausch des Tosylats gegen Iodid*> mittels Finkelstein Reaktion erbrachte keine
Ausbeuteverbesserung in der Cupratkopplung. Fiir die Aufklirung der absoluten
Konfiguration des Naturprodukts konnten ausreichende Mengen dargestellt werden. Da
jedoch fiir Biotests mindestens 3 g der reinen Enantiomere dargestellt werden sollten, wurde

ein neuer Syntheseweg mit besseren Ausbeuten ausgearbeitet.

Zweite Strategie zur enantioselektiven Synthese

Da sich die bereits beschriebene enantioselektive Synthese aufgrund unzureichender
Ausbeuten als ungeeignet erwiesen hatte, wurde folgender alternativer Syntheseplan
erarbeitet: Bei der Umwandlung von (S)-Glutaminsidure (84) in das (R)-Enantiomer

beschriecben Tanaka et al.>°

(4S)-Benzyl 4,5-epoxypentanoat (88) als Intermediat.
Das Epoxid 88 entsteht beim nucleophilen Angriff des Benzylalkoholatanions auf die
Carboxylgruppe von 87 in einer Kaskadenreaktion. Das intermedidr gebildete Oxyanion am
stereogenen Zentrum greift unter Erhalt der Stereochemie den Kohlenstoff des Tosylesters an,

und unter Austritt des Tosylatanions entsteht das chirale Epoxid (S)-88 (Abbildung 102).

(@]
O&O\/OTS a M b %O\/=\/\/\
0 a4, O_P2_ 0o

87 88 18
a: n-BuLi, BnOH, THF; b: n-BuLi, (1Z)-1-Heptenyliodid, Cul, Et,0
Abbildung 102: Enantioselektive optimierte Synthese von (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

Das Epoxid 88 konnte durch Offoung mit dem Cuprat hdherer Ordnung aus
(12)-1-Heptenyliodid (81) zu dem gewiinschten Lacton (18) umgesetzt werden”’. Die
Umsetzung in das Epoxid 88 gelang mit Ausbeuten von 60-70% und die Darstellung des
Lactons 18 in Ausbeuten bis zu 60%. Somit konnte trotz lidngeren Synthesewegs eine

wesentlich bessere Ausbeute iiber alle Synthesestufen erzielt werden.
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Bestimmung der absoluten Konfiguration des Deer-Lactons im Buntbock

Die Bestimmung der Zusammensetzung der Enantiomere von (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) im
Buntbock gelang durch enantioselektive Gaschromatographie. Zunidchst wurden die
Trennleistung und die Elutionsreihenfolge der optisch reinen Verbindungen an optisch
aktiven stationdren Phasen bestimmt. Dazu wurde das synthetische Racemat, in Coinjektion
das Racemat mit dem (R)-Enantiomer und letztlich das reine (R)-Enantiomer injiziert. Es
konnte gezeigt werden, dass das (S)-Enantiomer unter diesen Bedingungen zuerst eluiert. Da
das Racemat analog dem Syntheseplan nach Burger in Abbildung 97 hergestellt wurde, sind
die spiter eluierenden Enantiomere des Dodec-6-in-4-olids (78) und in Spuren des Dodecan-

4-olids (79) als Verunreinigungen enthalten.

' — (62)-Dodec-6-en-4-olid

Dodec-6-in-4-olid
A: Racemat /

Dodecan-4-olid

(4R,6Z)-Dodec-6-en-4-olid

B: Racemat +
(R)-Enantiomer

.y

I I I I I I I I I I
25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 RT [min]
Abbildung 103: Ausschnitte der FID-Chromatogramme der enantioselektiven Gaschromatographie
A: Racemat und B: Coinjektion von synthetisiertem Racemat und (R)-Enantiomer von 18
[30 m 0.2mm ID 13% Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin geldst in OV-1701-

258

OH (eigene Herstellung™®) 0.25 um FT; Temperaturprogramm 120 °C, 2 °C/min auf-170, 30 min isotherm]
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Um eine eindeutige Zuordnung der Enantiomere im komplexen Gemisch der Naturprobe zu
gewihrleisten, wurde erneut an der gleichen Cyclodextrin-Phase getrennt, wobei die
Detektion mit Hilfe eines Massenspektrometers erfolgte (TIC). Durch Coinjektion der
einzelnen Enantiomere mit der Naturprobe und Vergleich der Retentionszeiten und
Massenspektren konnte gezeigt werden, dass ausschlieBlich das (S)-Enantiomer von 18 im

Driisensekret des Buntbocks vorkommt.

A: Racemat + Naturprobe

B: Naturprobe

——
e
C: Racemat
T T T T T T T T T T T T T T T
53.20 53.40 53.60 53.80 54.00 54.20 54.40 54.60

Abbildung 104: Ausschnitte der Totalionenstromchromatogramme der enantioselektiven Gaschromatographie
A: Coinjektion Racemat von 18 und Naturprobe, B: Naturprobe und C: Racemat von 18

[30 m 0.2mm ID 13% Heptakis(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-B-cyclodextrin gelost in OV-1701-
OH, 0.25 um FT; Temperaturprogramm 40 °C, 4 °C/min auf 160 °C, 1 °C/min auf-180 °C, 10 min isotherm]
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Biosynthese

In den Interdigitaldriisen des Buntbocks konnten unabhéngig von Unterart, Geschlecht und
Habitat nur zwei Bakterienstimme Bacillus brevis und Planococcus citreus durch Arbeiten
von Burger et al. isoliert werden®™’. Die Metaboliten der kultivierten Bakterienstimme
wurden analysiert. Dabei konnte in vitro (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18) als eines der
Hauptprodukte von P. citreus gefunden werden. Allerdings wurde iiber mdgliche
Biosynthesewege in den Driisen des Buntbocks nichts berichtet. Unabhéngig von dieser
speziellen Problemstellung beim Buntbock, wurden mikrobielle Abbauwege von Fettsduren
durch mehrere Arbeitsgruppen eingehend untersucht und publiziert.

(6Z2)-Dodec-6-en-4-olid (18) wurde als Metabolit bei der Umsetzung von Fettsduren durch

Mikroorganismen identifiziert**>>"¢*

. Abhéngig von der Art der Mikroorganismen konnte
von 18 sowohl das (S)- als auch das (R)-Produkt in hohen Enantiomereniiberschiissen isoliert
werden. Es wird daher angenommen, dass der mikrobielle Abbau von Fettsduren durch
verschiedene Mikroorganismen {iber unterschiedliche Wege zu entgegengesetzten
Stereoisomeren ablaufen kann. Die Biogenese des Lactons 18 ist bislang unbekannt und muss

Inhalt weiterer Untersuchungen sein.
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Ergebnisse und Diskussion

Bei den gaschromatographisch-massenspektrometrischen Untersuchungen des Sekrets der
Interdigitaldriisen vom Buntbock konnten iliber hundert Substanzen identifiziert werden.
Etliche in vorherigen Arbeiten bestimmte Verbindungen wurden bestétigt. Zusédtzlich konnte
eine Vielzahl neuer Strukturvorschldge fiir bislang in diesem Zusammenhang unbekannte

Verbindungen gemacht werden.

Eine der Hauptkomponenten war auch in diesen Proben das (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18),
welches schon in anderen Zusammenhidngen eine biologische Aktivitit aufwies und
demzufolge als Kandidatverbindung fiir biologische Aktivitit beim Buntbock dargestellt
wurde. Auf den in Abbildung 101 und Abbildung 102 vorgestellten Wegen gelang die
enantioselektive Synthese des (6Z)-Dodec-6-en-4-olids (18), wobei die erste Synthese
aufgrund unbefriedigender Ausbeuten in der letzten Stufe fiir die Darstellung von in Biotests
geforderten Substanzmengen unzureichend war. Durch die Entwicklung der Synthese in

Abbildung 102 gelang dieses unter Nutzung bekannter Synthesestrategien.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration in der Naturprobe des Interdigitaldriisensekrets
vom Buntbock erfolgte mittels enantioselektiver Gaschromatographie. Die Zuordnung wurde
durch Vergleich der Retentionszeiten zwischen Synthesesubstanzen und Naturprobe

getroffen: Im Interdigitaldriisensekret fand sich ausschlielich das (S)-Enantiomer von 18.

Das untersuchte Probenmaterial stammte von mehreren Tieren beiderlei Geschlechts. Das
Lacton 18 wird vermutlich durch Mikroorganismen in den Interdigitaldriisen und nicht vom

Buntbock selbst gebildet®’

. Eine geschlechtsspezifische Enantiomerenzusammensetzung
kann daher ausgeschlossen werden, zumal hier ausschlieBlich das (S)-Enantiomer gefunden

wurde.
Biologische Feldtests konnten bislang noch nicht durchgefiihrt werden, so dass eine Aussage

zur biologischen Aktivitit einzelner Enantiomere oder des Racemats nicht gemacht werden

kann.
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Fischfaktor

Biologisch aktive Substanzen in limnischen Systemen

Die Ubertragung von Signalen zwischen Organismen durch biologisch aktive Substanzen, den
Semiochemikalien, spielt auch in aquatischen Lebensrdumen eine bedeutende Rolle. In
limnischen Systemen wurden durch Kairomone induzierte Beziehungen zwischen Rédubern
und ihren potentiellen Beutetieren beobachtet. Die Anwesenheit der Réuber kann bei
Beutetieren ein Abwehr- oder Ausweichverhalten hervorrufen.

Das Abwehrverhalten duBert sich in morphologischen Verianderungen, die ein Ergreifen des
Beutetieres durch den Réuber erschweren. Analog zur Terminologie der Pheromone wird
aufgrund der Auslosung einer physiologischen Reaktion als Antwort auf das vom Réuber
freigesetzte Kairomon von einem Primerkairomon (primer kairomone) gesprochen263.

Im Zooplankton wurde bei Anwesenheit von rduberischen Radertieren (Rotatoria) der Art
Asplanchna eine Dornenbildung bei den anderen Rédertierenarten Brachionus calyciflorus
sowie Keratella cochlearis beschrieben’®***>. Ebenso wurden bei verschiedenen Arten der
Gattung Daphnia morphologische Anderungen beobachtet, die durch Kairomone ausgeldst
wurden. Daphnien gehdren zu den BlattfuBkrebsen, die in Mitteleuropa mit etwa 90 Arten
vertreten sind und nahezu alle Formen der Wasseransammlungen, von tiefen Seen bis hin zu
Pfiitzen, besiedeln. Die millimetergroBen Krebstierchen weiden an Wasserpflanzen und sind
als Bestandteil des Zooplanktons wichtige Nahrungsquelle von Fischen und somit ein
unverzichtbares Glied in der Nahrungskette von SiiBwassersystemen.

Daphnia carinata bildet unter EinfluB des Riickenschwimmers Anisops calcaratus im
Koptbereich einen Dorn aus, wodurch das Tier grofer erscheint. Die rduberische Larve der
Biischelmiicke Chaoborus ruft iiber ein Kairomon eine dhnliche Wirkung bei D. pulex und bei

D. hyalina hervor*®*>%

. Bei D. cucullata wird unter Einwirkung von Chaoborus eine typische
Helmbildung beobachtet’’*”*. Diese morphologischen Anderungen treten nur in Gewiéssern
mit ,Feinddruck®, also bei Anwesenheit des potentiellen Réubers, auf. Durch die

phénotypische Plastizitdt wird dem Réuber das Erfassen seiner Beute erschwert.
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Neben den Kairomonen von rduberischen Insekten und ihren Larven detektieren Daphnien
auch ein von Fischen freigesetztes Kairomon, welches als ,,Fischfaktor* bezeichnet

274,275

wurde Dabei erfolgt eine unmittelbare Verhaltensdnderung der Daphnien. Das

263 In tiefen

Kairomon wird daher als Releaserkairomon (releaser kairomones) bezeichnet
Gewdssern mit Besatz zooplanktonfressender Fische reagieren die Daphnien auf den
»Fischfaktor mit einer tagesperiodischen Vertikalwanderung [engl.: Diel Vertical Migration
(DVM)]?"**"". Die Wasserflohe halten sich tagsiiber im kalten Tiefenwasser der Seen auf, um
visuell jagenden rduberischen Fischen zu entgehen, und steigen nachts an die
Wasseroberflache, um die tiefen Wasserschichten mit kilterer Temperatur und geringen
Konzentrationen an Phytoplankton zu verlassen. Diese Wanderungsbewegung findet in
direkter Abhédngigkeit von der Fischpopulationsdichte und somit der Kairomonkonzentration
statt. Weiterhin ist fiir das Auftreten der DVM eine tagesperiodische Anderung der
Lichtintensitét erforderlich. Daphnien befolgen die DVM {iberwiegend im Sommer, und in
einem dauerhaft abgedunkelten Biotest findet ohne Lichtzyklus keine DVM statt®’**”. Die
DVM stellt fiir Daphnia einen Kosten-Nutzen-Kompromiss dar: Die Migration in tiefere und
dunklere Wasserschichten senkt das Risiko zum Opfer visuell jagender planktivorer Fische zu
werden. Dafilir werden jedoch hohe demographische Kosten in Kauf genommen, da die
Reproduktionsrate und das Wachstum durch die Fluchtbewegung in Zonen geringen
Nahrungsangebots und kalter Temperaturen reduziert sind™*?*?. Bei Abwesenheit des
Kairomons, also in Gewéssern ohne Fischbesatz, findet daher keine DVM der Daphnien statt.
Bislang sind die chemischen Zusammensetzungen der biologisch aktiven Substanzen in
limnischen Systemen nicht bekannt. Die chemische Struktur des ,,Fischfaktors® konnte somit
trotz intensiver Bemiihungen bisher nicht aufgeklirt werden. Fiir den ,,Fischfaktor wurde ein
nicht-olefinisches, mittelpolares Molekiil geringen Molekulargewichts, welches mindestens
eine Hydroxyfunktion und keine Aminogruppe enthilt, postuliert™®’.

Trimethylamin wurde zwischenzeitlich als ein aktiver Bestandteil einer Substanzgruppe,
welche gemeinsam als Bukett den Fischfaktor bildet, vorgeschlagen®®, doch konnte

biologische Aktivitit des Trimethylamins jedoch in weiterfilhrenden Biotests nicht

. 285
nachgewiesen werden™".
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Fluchtige organische Verbindungen im , Fischwasser"

Waissriges Probenmaterial wurde durch zwei unabhédngige Hélterungen von Flufbarschen
(Perca fluviatilis) am Institut fiir Organische Chemie der Universitit Hamburg und von
Karauschen (Carassius carassius) am Max-Planck-Institut fiir Limnologie in P16n gewonnen.
Das Hilterungswasser wurde entnommen, in verschiedenen Extraktionsverfahren angereichert
und fraktioniert (Methode siche SNIFFS-Report™*®). Die einzelnen Fraktionen des
angereicherten Probenmaterials wurden hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitit getestet,
wobei sich zeigte, dass das methanolische Eluat der Festphasenextraktion mit
Umkehrphasenséulen (C18 SPE) Aktivitdit im Biotest aufwies. Durch den Vergleich mit
Kontrollproben ohne Fischbesatz (blanks) und zusitzlichen Fiitterungsexperimenten bei
Nahrungsmangel und -iiberschu3 konnten aussagekriftige Unterschiede der detektierten
Substanzen festgestellt werden. Diese Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt, in 50 ul
Methanol aufgenommen und direkt mittels GC/MS untersucht. Ein typisches
Totalionenstromchromatogramm eines methanolischen SPE FEluates bei Fischbesatz und
Nahrungsiiberschuf3 ist in Abbildung 105 gezeigt. Die detektierten Substanzen werden in
Tabelle 12 aufgefiihrt. Durch die hohe Anreicherung der organischen Spurenkomponenten bei
der Festphasenextraktion um einen Faktor von 10° liegen neben den zahlreichen und teilweise
koeluierenden Verbindungen verschiedener Substanzklassen auch einige offensichtliche
Kontaminanten aus Halterung und Probenvorbereitung vor. Dabei handelt es sich
beispielsweise um Weichmacher und UV-Stabilisatoren, die in Kunststoffmaterialien zu
finden sind (Bezeichung K in der Tabelle 12). Mehrere Diketopiperazine (Abbildung 106)
sowie o-Hydroxyalkyllactone (Abbildung 107), deren Strukturen zunéchst nur anhand der
massenspektrometrischen Daten postuliert werden konnten, wurden neben {iberwiegend
oxygenierten aliphatischen Substanzen erstmalig im Héilterungswasser von Fischen
nachgewiesen. Fiir einige Verbindungen konnte trotz Interpretation der Massenspektren und
Abgleich mit Spektrenbibliotheken kein sicherer Strukturvorschlag gemacht werden. Diese
Verbindungen sind im abgebildetem Chromatogramm in der Abbildung 105 mit dem
Sternsymbol ,,** gekennzeichnet. Weiterhin liegen zwei unbekannte Substanzgruppen in
geringer Intensitdt vor. Die erste Gruppe (F53-F55 und F57) zeigt ein vermutliches Molekiilion
bei m/z 272 und intensive Signale bei entweder m/z 179 und 139 oder m/z 129 und 100. Die
zweite Gruppe (F62-F63) wird durch einen intensiven Basispeak bei m/z 137 charakterisiert.

Die Massenspektren der unbekannten Verbindungen sind im Anhang abgebildet.
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F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14

F15
F16
F17
F18
F19
F20
F21

F22
F23
F24
F25
F26
F27
F28
F29
F30
F31
F32
F33
F34

F35
F36

Benzaldehyd

2-Phenylacetaldehyd
2,6,6-Trimethyl-2-cyclohexen-1,4-dion
2-Phenylpropenal
2-Phenylessigsdauremethylester
2,6,6-Trimethylcyclohexa-1,4-dion
2-(2-Butoxyethoxy)-ethanol K
Decanal
3-Ethyl-4-methyl-1H-pyrrol-2,5-dion
3-Methyl-4-vinyl-1H-pyrrol-2,5-dion
2-Undecanon

Indol

3-Nonen-5-on
4-(2,3-Dimethyl-2-cyclopenten-1-yl)-
4-methylpentanal

2-Dodecanon

5-Dodecenal

Dodecyloxiran

4-Dodecenal
Methyl-4-tert.-butylbenzoat K
2-Dodecenal

o, o, o', o'-Tetramethyl-1,4-
benzendimethanol K

4-Undecanolid
4-(1-Hydroxy-1-methylethyl)-acetophenon K
Dodecyloxiran
4-tert.-Butylbenzoesaure K
o,B-ungesattigtes Keton SV
ungesattigter Ester SV

Naphthylamin

Tetradecenal / Tetradecadien-1-ol SV
Tetradecenal / Tetradecadien-1-ol SV
5-Hydroxy-4-decanolid (B88)
5-Hydroxy-4-decanolid Diastereomer (B90)
4-Dodec-2-enolid und
3-Methylhexahydropyrrolo[1,2a]-
pyrazin-1,4-dion (cycloProAla)
4-Dodecanolid

N-Acetylnaphthylamin

F37
F38
F39
F40
F41
F42
F43

F44
F45
F46
F47
F48

F49

F50
F51
F52

F53
F54
F55
F56
F57
F58
F59
F60
F61
F62
F63
F64
F65
F66
F67

F68

F69

Tris-(2-Chlorethyl)phosphorsaureester K
Aliphatisches Dienol / Enal SV
6-Tridecanolid SV
6-Hydroxy-5-dodec-2-enolid
1,2-Diphenylethandion K
6-Hydroxy-5-dodecanolid
3-Isopropylhexahydropyrrolo[1,2a]-
pyrazin-1,4-dion (cycloProVal)
Diisobutylphthalat K
6-Hydroxy-5-alkanolid / bp=100 SV
Methylhexadecanoat

Alkantriol SV
3-(1-Methylpropyl)-hexahydropyrrolo[1,2a]-
pyrazin-1,4-dion (cycloProlle)
3-Isobutylhexahydropyrrolo[1,2a]-
pyrazin-1,4-dion (cycloProLeu)

M=272 bp 179,139

2-Octadecanon
5H,10H-Octahydrodipyrrolo[1,2a:1’,2’d]-
pyrazin-5,10-dion (cycloProPro)

M=272 bp 179, 139

M=272 bp 179, 139

M=272 bp 129, 100
6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid

M=272 bp 179, 139
6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid Diastereomer
6-Hydroxy-5-tetradecanolid
6-Hydroxy-5-tetradecanolid Diastereomer
Methyloctadecanoat

bp 137

bp 137

Tributylacetylcitrat K

Octadecanal

4-Octadecanolid
3-Phenylmethylhexahydropyrrolo[1,2a]-
pyrazin-1,4-dion (trans-cycloProPhe)
3-Phenylmethylhexahydropyrrolo[1,2a]-
pyrazin-1,4-dion (cis-cycloProPhe)
Bis-(2-Ethylhexyl)-phthalat K

Tabelle 12: Substanzliste des Totalionenstromchromatogramms der Fischwasserprobe (Methanoleluat C18 SPE)

Massenspektren der unbekannten Substanzen sind im Anhang abgebildet.
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Die Diketopiperazine 3-Methylhexahydropyrrolo[1,2a]pyrazin-1,4-dion (cycloProAla) (F34),
3-Isopropylhexahydropyrrolo[1,2a]pyrazin-1,4-dion  (cycloProVal) (F43), 3-(1-Methyl-
propyl)-hexahydropyrrolo[ 1,2a]pyrazin-1,4-dion (cycloProlle) (F48), 3-Isobutylhexahydro-
pyrrolo-[1,2a]pyrazin-1,4-dion (cycloProLeu) (F49), 5H,10H-Octahydrodipyrrolo-
[1,2a:1°,2 d]pyrazin-5,10-dion (cycloProPro) (F52) und 3-Phenylmethylhexahydropyrrolo-
[1,2a]pyrazin-1,4-dion (cycloProPhe) (F67,F68) bilden eine Substanzklasse (Abbildung 106).
Diese Diketopiperazine sind Cyclisierungsprodukte, welche unter zweimaliger Eliminierung
von Wasser aus zwei Aminoséduren entstehen. Diketopiperazine ohne Beteiligung des Prolins
konnten nicht detektiert werden. In einem Biotest zur Induktion der DVM wurden zunéchst
die Diketopiperazine F52, F67 und F68 untersucht. Biologische Aktivitidt konnte allerdings

nicht bestitigt werden.

O O O
N)H/ N)H)\ N)H)\/
N N N
~H SH ~H
O O O

F34 F43 F48
O O 0]
N)H/Y N)ko N)H/\@
O\'(N\H O\’(N O\'(N\H
O O 0]
F49 F52 F67,F68

Abbildung 106: Diketopiperazine im Fischwasser
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Die Diastereomere der Hydroxylactone 5-Hydroxy-4-decanolid (B88, B90), 6-Hydroxy-5-
tetradec-2-enolid (F56, F58) und 6-Hydroxy-5-tetradecanolid (F59, F60)* (Abbildung 107) sind
in der relativen Zusammensetzung der fliichtigen organischen Verbindungen im Fischwasser
wesentliche Mengenbestandteile (Abbildung 108). Im folgenden Text werden diese

Substanzen mit der Nummer des zuerst eluierenden Diastereomers bezeichnet.

=z
CsH1a CeH
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OH

OH OH
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Abbildung 107: Hydroxylactone im Fischwasser
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Abbildung 108: Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm des Methanoleluates (C18 SPE) einer

Fischwasserprobe mit Hervorhebung der Signale der Hydroxylactone

* Nomenklatur nach ITUPAC:

5-Hydroxy-4-decanolid: 5-(1-Hydroxyhexyl)-dihydrofuran-2(3H)-on
6-Hydroxy-5-tetradecanolid: 6-(1-Hydroxynonyl)-5,6-dihydro-2H-pyran-2-on
6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid: 6-(1-Hydroxynonyl)-tetrahydro-2H-pyran-2-on
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Der Struktur von F56 konnte vor Beginn der vorliegenden Untersuchungen nicht durch
unabhdngige Synthese bewiesen werden. Weiterhin waren die stereochemische
Zusammensetzungen der Hydroxylactone mit ihren zwei chiralen Zentren und den jeweils
vier resultierenden moglichen Stereoisomeren in der Naturprobe des Fischwassers noch nicht
aufgeklart. Dies ist jedoch die Voraussetzung fiir nachfolgende Tests hinsichtlich einer
biologischen Aktivitit dieser Kandidatverbindungen, da die exakte Stereochemie in

Zusammenhingen der chemischen Okologie hiufig fiir die Signalerkennung essentiell ist.
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Zielsetzung

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der gefundenen a-Hydroxyalkyllactone als
wesentliche Bestandteile der fliichtigen organischen Verbindungen in der Naturprobe sind gut
mit den von Elert & Pohnert erarbeiteten Erkenntnissen iiber den Fischfaktor vereinbar.
Zusammengefasst schlussfolgerten Elert & Pohnert, dass es sich bei dieser Infochemikalie um
ein ,,non-olefinic low-molecular-weight anion of intermediate lipophilicity® mit mindestens
einer fiir biologische Aktivitit essentiellen Hydroxylgruppe handelt**.

Lactone aus unverzweigten Hydroxycarbonsduren mit zum Ring o-stdndiger Hydroxy-
alkylgruppe sind bereits als Naturstoffe, teilweise mit biologischer Aktivitit, bekannt.
5-Hydroxy-4-decanolid (B88) wurde in Kulturen von Streptomyces griseus als Autoregulator
der Leukaemomycin Biosynthese postuliert und als sogenannter L-Faktor bezeichnet®®’2**,
Das Stereoisomer (4R,5R)-B88 wurde bei der mikrobiellen Umsetzung von Vernolsdure (89)
(12,13-Epoxy-(Z)-9-octadecensiure) mit der Hefe Sporobolomyces odorus isoliert”™. B88
wurde als Fehlgeschmack im Bier nach der Girung durch S. cerevisiae nachgewiesen™".
Vor kurzem wurden das Diastereomerengemisch aus (4R,5R)- und (4R,55)-B88 als
méannliches Sexualpheromon der parasitiren Wespe Nasonia vitripennis (Walker, 1836)
identifiziert”’!. Eine Funktion von B88 als Spurpheromon bei Ameisen wurde ebenfalls
postuliert, wobei jedoch Ergebnisse entsprechender Verhaltensversuche nicht publiziert
wurden”?. Das zu B88 homologe 5-Hydroxy-4-heptadecanolid (90), bekannt unter der
Bezeichnung Muricatacin (Abbildung 109), zeigt in Zellversuchen hohe Cytotoxizitét

gegeniiber humanen Karzinomzelllinien™”.
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Abbildung 109: 5-Hydroxy-4-heptadecanolid (90), (5R,6S)-6-Acetoxy-5-hexadecanolid (91), (-)-Pestalotin
(92) und Massoialactone (93)
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Bislang ist 6-Hydroxy-5-tetradecanolid (F56) nicht als Naturstoff bekannt. Das zu F56
homologe und an Position 6 acetylierte erythro-(5R,6S)-6-Acetoxy-5-hexadecanolid (91) ist
die Hauptkomponente des Eiablagekairomons bei der Miicke Culex pipiens fatigans®**%.
Auch 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) oder ein homologes 6-Hydroxy-5-alk-2-enolid
wurden bislang nicht als Naturstoffe verdffentlicht. Biologische Aktivitit als Gibberellin
Synergist besitzt jedoch das strukturverwandte (6S,1°S)-6-(1’-Hydroxypentyl)-4-methoxy-5,6-
dihydro-2-pyron (92), mit der Bezeichnung (-)-Pestalotin, welches aus dem phytopathogenen
Pilz Pestaltia cryptomeriaecola von Kimuro et al. und aus einem unbekannten Stamm des
Penicillum von Ellestad et al. isoliert wurde®”*”.

Das ebenfalls strukturverwandte 5-Hydroxy-2-decensdurelacton (93) mit der Bezeichnung
Massoialacton wurde in dem Ol der Rinde von Cryptocarya massoia, welches in der
traditionellen Medizin in Neu Guinea genutzt wird, identifiziert und ist bei zwei Arten von
Ameisen der Gattung Camponotus Bestandteil ihres Verteidigungssekrets®’.

Die Strukturen von 5-Hydroxy-4-decanolid (B88) und 6-Hydroxy-5-tetradecanolid (F59)
wurden bereits in einer vorherigen Arbeit durch unabhingige asymmetrische Synthese
eindeutig bewiesen’”. Die alkylierte Dihydropyranonstruktur von F56 konnte aufgrund der
erhaltenen Massenspektren bislang lediglich postuliert werden.

Daher ist es Ziel dieser Arbeit, die Struktur des 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolids (F56) durch
asymmetrische Synthese eindeutig zu beweisen und mit Hilfe der synthetisierten
enantiomerenreinen Hydroxylactone B88, F56 und F59 die Bestimmung der stereochemischen

Zusammensetzung in der Naturprobe des Fischwassers durch enantioselektive

Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion aufzukliren.
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Syntheseplanung

Die Darstellung der Stereoisomere des 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolids (F56) sollte in
Anlehnung zur beschriebenen Synthese der Stereoisomere des 6-Hydroxy-5-tetradecanolids
(F59) durchgefiihrt werden®”'. Kern dieser Synthesestrategie ist die Einfithrung der
Chiralitdtszentren in das Molekiil durch asymmetrische Dihydroxylierung (AD) nach
Sharpless. In dieser Reaktion werden prochirale Olefine in Anwesenheit eines chiralen
Alkaloids, eines  Oxidationsmittels und  Osmiumtetroxid —mit sehr  guten
Enantiomereniiberschiissen zu optisch aktiven Diolen umgesetzt. Die chirale Induktion in der
Reaktionsfithrung liefert entweder Dihydrochinin (DHQD) (94) oder Dihydrochinidin (DHQ)
(95), die durch Disubstitution an einem Spacermolekiil den eigentlichen Liganden des
enantioselektiven Katalysators bilden.

In den kommerziell vorgefertigten Mischungen fiir die AD liegen diese als 1,4-Bis-(9-O-
dihydrochinidin)-phthalazine (96) (AD-mix ) beziechungsweise 1,4-Bis-(9-O-dihydrochinin)-

phthalazine (AD-mix o) vor ~.

ODHQ(D)

Ly
OMe N

ODHQ(D)

DHQD (94) DHQ (95) (DHQD),PHAL (96)
Abbildung 110: Liganden der AD nach Sharpless
Die Seitendifferenzierung der Angriffsrichtung und die daraus resultierenden Enantiomeren-
tiberschiisse (ee) hidngen bei Olefinen von den Substituenten ab, wobei eine trans-

Konfiguration der Doppelbindung bei Kohlenwasserstoffen fiir hohe Enantiomeren-

iiberschiisse besonders begiinstig ist.
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Abbildung 111: Modell der Seitendifferenzierung durch die Substituenten bei der AD

In Abbildung 111 ist eine giinstige Konfiguration mit einer trans-Orientierung des grofiten (L)
zum mittleren Substituenten (M) dargestellt. Die weiteren beiden Positionen an der
Doppelbindung sind idealerweise von Wasserstoffatomen oder kleinen Substituenten (S)
belegt. Je nach Art des chiralen Liganden (hier AD-mix o beziehungsweise ) erfolgt die
Dihydroxylierung von der Unterseite (o) oder Oberseite () der in der dargestellten planaren
Projektion der Doppelbindung.

In der erfolgreich durchgefiihrten enantioselektiven Darstellung von 6-Hydroxy-5-
tetradecanolid (F59) wurde zunichst das passende Edukt fiir die Schliisselreaktion der AD
synthetisiert (Abbildung 112)*"'. Dies erfolgte durch Blockieren von 5-Hexin-1-ol (97) mit
DHP (a) zu 2-(Hex-5'-inyloxy)-tetrahydropyran (98), das durch n-BuLi deprotoniert und mit
Octyliodid zu 2-(Tetradec-5'-inyloxy)-tetrahydropyran (99) gekoppelt wurde (b). Durch
Umacetalisierung in Methanol wurde das Intermediat zu Tetradec-5-in-1-ol (100) deblockiert
(¢). Selektive Reduktion der Dreifachbindung von 100 zum (E)-Tetradec-5-en-1-ol (101)
erfolgte mit Lithiumalanat (d). Die folgende Oxidation von 101 mit Jones-Reagenz ergab
quantitativ (E)-Tetradec-5-enséure (102) (e). 102 wurde zundchst mit Oxalylchlorid in das
Séurechlorid (103) umgewandelt und in situ mit Ethanol zum Tetradec-5-ensédureethylester
(104) umgesetzt, welches ein geeignetes Edukt der asymmetrischen Dihydroxylierung nach
Sharpless ist. Ausgehend von 104 gelang die enantioselektive Darstellung der Hydroxylactone
F59 durch AD iiber die Zwischenstufen der Dihydroxytetradecansdureethylester (105) zu
(5,5)-F59 (AD-Mix-a) und (R,R)-F59 (AD-Mix-f). SchlieBlich konnte das sterecogene
Zentrum an Position 6 mittels Mitsunobu-Reaktion zu (S,R)-F59 oder (R,S)-F59 invertiert
werden (Abbildung 113).
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Abbildung 112: Synthese von 5-Tetradecensdureethylester (104) als Edukt der AD
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Abbildung 113: Synthese der Stereoisomere von F59 durch AD nach Sharpless als Schliisselreaktion
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Beim 6-Hydroxy-5-tetradecanolid (F59) liegt das Molekiil ohne Unséttigung vor, wihrend
beim 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) eine Doppelbindung an der Position 2 verbleibt.
Daher ist entweder eine selektive Dihydroxylierung von 2,5-Tetradecadiensidureethylester
(106) zu 5,6-Dihydroxytetradec-2-ensdureethylester (107) oder eine stufenweise Einfiihrung
der Funktionalitdten wihrend der Synthese erforderlich (Abbildung 114).

F59 F56
o) OH O OH
RCrJl\~//~\\//1\1//~\\//~\\//~\\//~\\ RCYJL\‘4?\\‘//L\]//\\~//~\\//~\\//~\\
OH OH
105 107
(@] (@]
Ro)j\/\/\/\/\/\/\ RO)I\/\/\/\/\/\/\
104 106

Abbildung 114: Unterschiede der retrosynthetischen Konzepte in Bezug auf den Schliisselschritt der AD.
Linker Ast: Bereits beschriebener Syntheseplan zu F59. Rechter Ast: Analoge Strategie zu F56.
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Fiihrt die Synthesestrategie zu einer Dihydroxycarbonsdure, so kann die Lactonisierung
spontan erfolgen. Im Falle eines Dihydroxycarbonsdureesters konnte die Lactonisierung unter
Umesterung gegebenenfalls durch Erwérmen, saure Katalyse (PTSA) oder unter neutralen
Bedingungen mit geeigneten Reagenzien, wie beispielsweise Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) oder Dimethylaminopyridin, erfolgen.

Diese Strategie ist in dem linken Ast der Abbildung 115 dargelegt. Das 6-Hydroxy-5-tetradec-
2-enolid (F56) wird sich aus dem 5,6-Dihydroxytetradec-2-ensdurealkylester (107) durch
Umesterung unter Freisetzung eines Alkanols bilden. Im Schritt zuvor kann 107 durch
selektive Reduktion der Dreifachbindung des 5,6-Dihydroxytetradec-2-insdurealkylesters
(108) zum Alken dargestellt werden. Das Edukt der Dihydroxylierung ist ein Tetradec-5-en-2-
insdurealkylester (109) mit (E)-Konfiguration der Doppelbindung, welcher wiederum durch
Kopplung eines Propiolsdurealkylesters (110) mit einem funktionalisierten Allylundecan (111)
dargestellt werden sollte. 111 ist aus dem entsprechenden allylischen Alkohol (112)
zuginglich.

Der rechte Ast beschreibt eine alternativ mogliche Route, worin als letzter Schritt die
selektive Oxidation der primdren Alkoholfunktion von 113 zum Lacton F56 vorldge. Zuvor
miilte das Alkentriol 113 durch selektive Reduktion aus dem Alkintriol 114 dargestellt
werden. Das Alkintriol 114 wiirde mittels AD aus 115 gewonnen, welches zuvor durch
Deblockierung aus 2-(Tetradec-5"-en-2’-inyloxy)-tetrahydropyran (116) entstehen soll. Die
Kopplung des C-H-aciden 117 mit einem funktionalisierten Allylundecan (111) ergédbe 116.
Diese zweite Retrosynthese geht somit vom gleichen Edukt 111 aus und fiihrt die
Umwandlung der funktionalen Gruppen des C;4-Geriistes zum Zielmolekiil {iber andersartig

funktionalisierte Zwischenprodukte durch.
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Abbildung 115: Retrosynthesewege zu den Stereoisomeren des 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolids (F56)
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Als weitere Variante konnen noch die sekunddren Hydroxylgruppen des Triols 114 vor der
Oxidation der primdren Hydroxylgruppe zur Carboxylgruppe durch Umsetzung mit
Dimethoxypropan zum Acetonid 118 blockiert werden. AnschlieBende selektive Reduktion
der Dreifachbindung von 118 zur Doppelbindung ergibt das Acetonid 119. Dieses ist das
Edukt bei der Oxidation der primédren Hydroxylgruppe zu 120. Bei der Deblockierung von 120
entsteht 5,6-Dihydroxytetradec-2-ensdure (121), welche spontan zu F56 lactonisiert.

114 118

lLindlar-Kat., Ho,

o«% O%
— 0] HO\/=\/k/ O
PTSA HO

121 «— Ag2CO2,
o} g -—
MeOH 120 119

Abbildung 116: Alternative Syntheseroute unter Blockierung der benachbarten Hydroxylgruppen als Acetonid
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Synthesen

Beide Retrosynthesestrategien wurden in parallelen Ansdtzen durchgefiihrt (Abbildung 117).
Die asymmetrische Dihydroxylierung wurde mit beiden chiralen Katalysatoren (AD-Mix o/f3)
zu den jeweiligen Enantiomeren vorgenommen, auch wenn in den Abbildungen der Ubersicht
halber nur jeweils ein Enantiomer dargestellt ist. Als Voraussetzung wurde Undec-2-en-1-ol
(112) durch Mukaiyama-Reaktion zu Undec-2-enylbromid (111) als gemeinsames Edukt
beider Synthesewege umgesetzt.

In dem ersten Syntheseweg (linker Ast Abbildung 117) wurde 111 mit Propiolsdureethylester

303305 7um  Tetradec-2-in-5-

(110) in einer milden Variante der Alkinkopplung
ensdureethylester (109) verkniipft. Asymmetrische Dihydroxylierung nach Sharpless ergab
5,6-Dihydroxytetradec-2-insdureethylester (108), der in nachfolgender Reduktion mittels
Lindlar-Katalysator selektiv zum 5,6-Dihydroxytetradec-2-ensdureethylester (107) hydriert
wurde. Ausgehend von diesem Ester erfolgte durch Umesterung spontan der Ringschlufl zum
6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) in Ausbeuten von knapp 90 %.

In dem alternativen zweiten Syntheseweg (rechter Ast in Abbildung 117) wurde das Bromid
111 in einer Alkinkopplung mit dem als Acetal blockierten 2-(2’-Propinyloxy)-
tetrahydropyran (117) zu 116 verkniipft. Deblockieren von 116 unter Umacetalisierung mit
Methanol ergab Tetradec-5-en-2-in-1-ol (115), welches asymmetrisch nach Sharpless zum
Tetradec-2-in-1,5,6-triol ~ (114)  dihydroxyliert ~wurde. Selektive Hydrierung der
Dreifachbindung mit Lindlar-Katalysator ergab Tetradec-2-en-1,5,6-triol (113). Milde
Oxidation der primiren allylischen Hydroxylgruppe nach Fétizon”" mit Silbercarbonat auf
Celite  fithrte zu  5,6-Dihydroxytetradec-2-ensdure  (121), welche unter den
Reaktionsbedingungen zum 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) cyclisierte.

Die Ausbeuten der einzelnen Stufen beider Synthesewege sind vergleichbar gut und liegen im
Mittel bei 80 %. Allerdings gelang die letzte Stufe im zweiten Syntheseweg (rechter Ast in
Abbildung 117) nur mit moderaten Ausbeuten von 28 % beziehungsweise 51%. Daher scheint
der erste Syntheseweg (linker Ast Abbildung 117) priparativ glinstiger, da die
Einzelreaktionen durchweg mit guten Ausbeuten durchfiihrbar sind und der Weg zusétzlich
noch um zwei Synthesestufen kiirzer ist. Das Schiitzen der Glycolgruppe von 114 mit
Dimethoxypropan zum Acetonid 118 und anschlieBende Reduktion der Dreifachbindung von
118 zum Acetonid 119 gelang préparativ zwar unklompliziert, wurde jedoch nicht weiter

verfolgt, da der erste Syntheseweg mit weniger Stufen und guten Ausbeuten vorteilhafter war.
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Abbildung 117: Synthesewege zum 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56)
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Interpretation der massenspektrometrischen Fragmentierung
von B88, F56 und F59

In den aufgenommenen Massenspektren besitzen die lonen mit der hochsten Signalintensitit
ein geradzahliges Masse/Ladungs-Verhiltnis, welches durch eine charakteristische
Umlagerungsreaktion zustande kommt. Eine vergleichbare Umlagerungsreaktion wurde
bereits bei der Zuordnung der Struktur des 6-Acetoxy-5-hexadecanolids (91) fiir das
Eiablagepheromon bei Culex pipiens fatigans von Laurence und Pickett beschrieben
(Abbildung 118)**.

U
o)
F
OW — > |o IR

CioH21 >
Abbildung 118: Massenspektrometrische Fragmentierung von 6-Acetoxy-5-hexadecanolid (91)

Dabei lagert sich das Molekiilion unter Verschiebung zweier Elektronenpaare in das
Radikalkation mit der atomaren Zusammensetzung C;H;0O3 (m/z 142) und der vermutlichen
Struktur von 6-Oxo-5-heptanolid um, wobei Undecanal als Neutralteilchen aus dem
Molekiilion gespalten wird.

Diese ungewohnliche Fragmentierung wird auch im Falle der Hydroxylactone B88, F56 und
F59 beobachtet. Beim 5-Hydroxy-4-decanolid (B88) ergibt die Umlagerung unter
Verschiebung des Wasserstoffs der Hydroxylgruppe das Kation m/z 86, welches auch den
Basepeak 1im Massenspektrum liefert (Abbildung 119). Durch Eliminierung von
Kohlenmonoxid aus dem lon m/z 86 konnte das Signal bei m/z 58 entstehen. Weiterhin
werden als relevante Fragmentierungen o-Spaltungen zur Hydroxylgruppe beobachtet, so
dass sich die Fragmentionen m/z 115, m/z 101 und m/z 85 erklédren lassen. Das Molekiilion
tritt im Spektrum nur in geringer Intensitét auf. Weitere, wenig intensive Fragmentierungen
sind der Verlust von Kohlenmonoxid mit Masse 28 g/mol zu m/z 158 und Verlust von Keten

zum Signal bei m/z 144 aus dem Molekiilion.
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Abbildung 119: Fragmentierungsreaktionen von 5-Hydroxy-4-decanolid (B88)

Eine analoge Umlagerungsreaktion fiihrt bei 6-Hydroxy-5-tetradecanolid (F59) zum Basepeak
m/z 100 (Abbildung 120). Das Molekiilion (m/z 242) tritt nur mit schwacher Intensitdt auf.
Signifikante Fragmentierungen sind auch hier die a-Spaltungen zur Hydroxylgruppe, welche
die Signale m/z 99, m/z 143 und m/z 129 liefern. Durch Eliminiserung von Kohlenmonoxid
aus dem Ion m/z 100 konnte das Signal bei m/z 72 entstehen. Die weiteren Signale sind von

geringer Intensitdt und wenig spezifisch.

Durch die Unsittigung im Ring fiihrt eine vergleichbare Umlagerung des 6-Hydroxy-5-
tetradec-2-enolid (F56) zum Signal m/z 98 (Abbildung 121). Das Molekiilion bei m/z 240 ist
kaum nachweisbar. Aus den a-Spaltungen zur Hydroxylgruppe sind die Ionen m/z 97 und
m/z 127 ersichtlich. Zusitzlich treten noch Signale von Fragmentionen des Pyranrings mit
langerer Alkylkette bei m/z 141 und m/z 155 auf. Durch Eliminierung von Kohlenmonoxid
aus dem Ion m/z 98 konnte das Ion m/z 70 entstehen. Die weiteren lonen im Massenspektrum

sind auch hier von geringer Intensitit und wenig spezifisch.
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Abbildung 120: Fragmentierungsreaktionen von 6-Hydroxy-5-tetradecanolid (F59)
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Abbildung 121: Fragmentierungsreaktionen von 6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56)

162



Enantioselektive Gaschromatographie

Durch die stereoselektive Synthese der Hydroxylactone wurde erstmals authentisches
Referenzmaterial im praparativen Mallstab zugédnglich. Das 5-Hydroxy-4-decanolid (B88) ist
zwar bereits als Naturstoff beschrieben, jedoch gab es weder fiir dieses noch fiir die neu
identifizierten Lactone 6-Hydroxytetradecan-5-olid (F59) und 6-Hydroxytetradec-2-en-5-olid
(F56) verfiigbare Standards. Die Bestimmung der enantiomeren Zusammensetzung in der
Naturprobe konnte unter Nutzung enantioselektiver Gaschromatographie durchgefiihrt
werden. Fiir eine eindeutige und empfindliche Detektion wurde die Messung von
charakteristischen lonen der Verbindungen mittels Hochauflosung (HR) im sogenannten
Selected Ion Monitoring (SIM) durchgefiihrt, da nur noch geringste Mengen einer gealterten
Naturprobe vorlagen. Als charakteristische Ionen wurden die jeweiligen Basepeaks der
charakteristischen Umlagerungen aus dem Full-Scan-Massenspektrum sowie das lon m/z 115
als zusitzliche Kontrollmasse ausgewdéhlt. Dadurch wird neben erhohter Sensitivitdt auch
grofBe Selektivitit gewihrleistet. Ein ein falsch positiver Nachweis der SIM-Messung durch
Matrixeinfliisse in der Naturprobe kann durch diese Messtechnik ausgeschlossen werden. Die

genauen Massen fiir das HR-SIM-Experiment wurden gemifl Tabelle 13 berechnet und

gemessen:

elementare berechnete gemessene
Substanz

Zusammensetzung Masse Masse
5-Hydroxy-4-decanolid (B88) C4HgO, 86.03678 86.0368
6-Hydroxy-5-tetradecanolid (F59) CsHgO, 100.05243 100.0524
6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) CsHgO, 98.03678 98.0368
Kontrollmasse CsH;03 115.03951 115.0395

Tabelle 13: Berechnete und gemessene Massen der charakteristischen Fragmentionen
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Bei der Trennung mittels enantioselektiver Gaschromatographie koeluieren die Stereoisomere
von F56 teilweise mit denen von F59. Daher wurde zur eindeutigen Bestimmung zunichst mit
konventioneller, nicht enantioselektiver = Gaschromatographie = bestimmt,  welche

Diastereomerenpaare fiir die chirale Trennung von Relevanz sind.
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Abbildung 122: Gaschromatographische Trennung der Diastereomere der Hydroxylactone. Hochauflosende
SIM-Detektion der Ionen m/z 86.0368, 115.0395, 100,0524 und 98.0368. (BPX 5 30m; T-Prog.: 60°C, 3 min

isotherm, 5°C/min auf 280°C, 30 min isotherm, Inj. 1min sl)

In der Naturprobe sind lediglich die Enantiomere der Hydroxylactone mit (R,R)- und (S,S)-
Konfiguration nachweisbar (Abbildung 122). Die synthetisierten Referenzsubstanzen zeigen
keine vollstindige Diastereomerenreinheit, und Spuren der (R,S)- und (S,R)-Stereoisomere
sind zusdtzlich im Chromatogramm des Referenzstandards sichtbar. Daher werden zur
Bestimmung der absoluten Konfiguration in dieser Naturprobe nur die (R,R)- und (S,S)-
Stereoisomere benoétigt. Die Elutionsreihenfolge der Enantiomere wurde an einer
Cyclodextrinsdule bestimmt. An dieser Phase eluierten vom 5-Hydroxy-4-decanolid (B88)
und 6-Hydroxytetradecan-5-olid (F59) jeweils das (S,S)- vor dem (R,R)-Enantiomer. Beim
6-Hydroxytetradec-2-en-5-olid (F56) wurde die umgekehrte Reihenfolge beobachtet
(Abbildung 123).
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Abbildung 123: Enantioselektive gaschromatographische Trennung der Enantiomere der Hydroxylactone.
Synthetische Referenzsubstanz mit den Ionenspuren m/z 115, 86, 100 und 98 in den oberen zwei
Chromatogrammen. Naturprobe mit hochauflosender SIM-Detektion der Ionen m/z 115.0395, m/z 86.0368,
100,0524 und 98.0368 in den unteren zwei Chromatogrammen. (Hydrodex-B-6-TBDM®; T-Prog.: 140°C,
2°C/min auf 190°C, 60 min isotherm, Inj. 1 min sl))

Die stereochemische Zusammensetzung der Hydroxylactone in der Naturprobe wurde durch
Integration der Signalflichen der Masse/Ladungsverhiltnisse m/z 86.0368, 100.0524 und
98.0368 bestimmt. Das 5-Hydroxy-4-decanolid (B88) liegt zu 68 % als (S,S)- und zu 32 % als
(R,R)-Enantiomer vor. Das 6-Hydroxytetradecan-5-olid (F59) setzt sich zu 88 % aus dem
(5,5)- und zu 12 % aus dem (R,R)-Enantiomer und das 6-Hydroxytetradec-2-en-5-olid (F56)
zu 90 % aus dem (S,S)- und zu 10 % aus dem (R,R)-Enantiomer zusammen. Somit liegt in der
Naturprobe neben eindeutigem UberschuB der threo-Stereoisomere eine Bevorzugung der

(S,S)-Enantiomere vor.

Biosynthese

Die untersuchten Hydroxyalkyllactone sind acetogenine Sekundérmetabolite, deren mogliche

Biosynthese fiir das 5-Hydroxy-4-decanolid (B88) und fiir das 6-Hydroxy-5-tetradecanolid

d 7" Die mikrobielle Umsetzung

(F56) ausgehend von Fettsduren bereits beschrieben sin
von Fettsiduren zu B88 ergab hohe Enantiomereniiberschiisse’”. Die Biosynthese von F59
verlduft vermutlich &hnlich wie die bereits beschriebene Biosynthese von F56, deren

Schliisselschritt eine Epoxydierung ist, die mit stereoselektiver Priferenz verlauft’®’>%,
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Ergebnisse und Diskussion

In der komplexen Mischung der Vielzahl organischer Verbindungen im Fischwasser konnten
die Hydroxylactone 5-Hydroxy-4-decanolid (B88), 6-Hydroxytetradecan-5-olid (F59) und
6-Hydroxytetradec-2-en-5-olid (F56) identifiziert werden. In dieser Arbeit wird erstmalig die
Struktur des Lactons F56 als Naturstoff und die stereochemische Zusammensetzung des
Lactonbuketts von B88, F56 und F59 aufgezeigt.

Die enantioselektive Synthese von F56 machte die Stereoisomere aller drei Lactone fiir die
enantioselektive Gaschromatographie und Biotests verfligbar. In der enantioselektiven
Gaschromatographie wurden die Elutionsreihenfolgen der Stereoisomere und ihre
stereochemische Zusammensetzung bei hochauflosender Detektion des jeweiligen

intensivsten Basisions (Bp) wie folgt bestimmt:

5-Hydroxy-4-decanolid (B88) 68 % (S,5)- 32 % (R,R)-Enantiomer
6-Hydroxytetradecan-5-olid (F59) 88 % (S,5)- 12 % (R,R)-Enantiomer
6-Hydroxytetradec-2-en-5-olid (F56) 90 % (S5,5)- 10 % (R,R)-Enantiomer

In den gaschromatographisch-massenspektrometrischen Daten, die zu Beginn des Projektes
auf einer achiralen Sdule aufgenommen wurden, lag neben den Signalen der (R,R)- und (S,S)-
Stereoisomere der Hydroxyalkyllactone zusitzlich noch in deutlich geringerer Konzentration
jeweils ein weiteres Signal mit identischem Massenspektrum vor. Daher kann die Annahme
gemacht werden, dass in der Naturprobe bei Projektstart auch ein Anteil der (R,S)- und (S,R)-
Stereoisomere enthalten war. In der spdter analysierten Probe, die zur Bestimmung der
stereochemischen Zusammensetzung untersucht wurde, konnten keine Anteile der (R,S)- und
(S,R)-Stereoisomere mehr detektiert werden. Dieser Befund ist nicht eindeutig interpretierbar.
Neben der Alterung des Probenmaterials ist auch dessen Gewinnung aus unterschiedlichen
Halterungsversuchen verschiedener Fischarten in zwei Laboratorien als Ursache denkbar.
Als Nebenprodukt der hochauflosenden Detektion wurde die elementare Zusammensetzung
der charakteristischen Basispeakionen in den Massenspektren abgesichert und ihre postulierte
Struktur, die aus einer ungewohnlichen Fragmentierung stammt, untermauert.

Die Kenntnis der enantiomeren Zusammensetzung ermoglicht nun als néchsten Schritt
biologische Versuche an Daphnia Populationen. Im Biotest konnen sowohl die Racemate und
reinen Enantiomere als auch vor allem Mischungen dieser in ihrem bestimmten natiirlichen

Verhiltnis verwendet werden. Ergebnisse eines Biotests liegen noch nicht vor.
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Die Mutter-Kind-Erkennung

Die Mutter-Kind-Erkennung bei Saugetieren

Die Mutter-Kind-Erkennung ist bei Séugetieren ein schon lidnger bekanntes Phdnomen.
Verhaltensrelevante Beobachtungen unterstiitzen als Ursache der Mutter-Kind-Erkennung die
These, dass diese auf chemischer Kommunikation basiert. Muttertiere sind bei einer Reihe
von Tierarten in der Lage, ihre eigenen Neugeborenen von anderen Jungtieren anhand
olfaktorischer Informationen zu unterscheiden. Beobachtungen bei Nagetieren, wie dem
Meerschweinchen Cavia porcellus, der Mongolischen Wiistenrennmaus Meriones
unguiculatus und dem Wildkaninchen Oryctolagus cuniculis, zeigten, dass die Jungtiere nach
threr Geburt von der Mutter mit Driisensekret markiert werden. Das Entfernen dieser
Duftmarkierung durch Abwaschen oder das Aufbringen fremder Geriiche verhindert die
Mutter-Kind-Erkennung und kann sogar zu feindlichem Verhalten bis hin zum Kannibalismus

39938 Die gewdhnliche Stachelmaus Acomys cahirinus nutzt zur Markierung der

fithren
Nachkommen ihren Urin. Aufgrund von Préferenzen bei der Nahrungsaufnahme entsteht ein
individuell spezifischer Geruch des Urins. Wird die Nahrung fiir die Versuchstiere
vereinheitlicht, konnen die Muttertiere ihre eigenen Nachkommen nicht mehr von fremden
Jungtieren unterscheiden®'**">. Bei Herdentieren spielt die Mutter-Kind-Erkennung anhand
des Geruchs eine besonders wichtige Rolle, da sich die Jungtiere nach der Geburt im
Herdenverband frei bewegen konnen und nicht wie die Nagetiere innerhalb eines Nestes
heranwachsen. Eigene Nachkommen, beispielsweise bei Ziegen Capra hircus, Schafen Ovis
aries, Rindern Bos primigenius taurus und Schweinen Sus domesticus, werden vom
Muttertier behiitet, und das Sdugen wird ihnen gestattet, wihrend fremde Jungtiere

316323~ Als Quelle der spezifischen olfaktorischen Signale wurde bei

abgewiesen werden
Ziegen eine Ubertragung vom Muttertier auf den Nachwuchs durch Lecken oder iiber das
Siugen der Milch angenommen®**. Ebenso spielt die Erkennung des Muttertiers durch den
Nachwuchs anhand von spezifischen fliichtigen Substanzen eine wichtige Rolle und wurde
unter anderem bei Hamstern, Hauskatzen, Haus-, Stachel- und Wiistenrennméausen, Ratten

sowie Wildkaninchen untersucht®%.
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Besonders die Interaktion zwischen Kaninchennachwuchs und ihrer Mutter wurde intensiv
untersucht, da die Jungen taub und mit verschlossenen Augen geboren werden und nur einmal

am Tag fiir wenige Minuten gesiugt werden®>®

. Die Wahrnehmung der sdugenden Mutter
wihrend ihres Besuchs im Bau ist fiir die blinden Kaninchenjungen daher {iberlebenswichtig.
Die Jungtiere reagieren innerhalb von Sekunden mit einer typischen suchenden
Koptbewegung und Ausrichtung zu den Zitzen am Mutterbauch auf die Anwesenheit der

Mutter?’

. Diese Reaktion wird durch ein semiochemisches Signal, das zunichst als ,,nipple-
search pheromone® und spdter als ,mammary pheromone* (MP) bezeichnet wurde,

ausgelost’*~2°. Als biologisch aktive Komponente konnte 2-Methyl-2-butenal (129) in der
330,331

\»\?O

Kaninchenmilch identifiziert werden

Abbildung 124: 2-Methyl-2-butenal (121) als Releaserpheromon in der Muttermilch von Kaninchen
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Die Mutter-Kind-Erkennung beim Menschen

Darwin berichtete schon 1877, dass menschliche Neugeborene auf das Heranndhern der

Mutterbrust mit einer Kopfbewegung reagieren''*

. Anndhernd ein Jahrhundert spéter konnten
fliichtige Substanzen als Ursache nachgewiesen werden®””*°. Das Sammeln individueller
Geriiche von der Mutterbrust auf Wattebdusche ermoglichte Versuche mit Sduglingen, die
eindeutige Reaktionen auf die Wattebdusche zeigten und sogar in der Lage waren, zwischen
dem Geruch ihrer Mutter und fremden Miittern zu unterscheiden. Die Erkennung der
leiblichen Mutter durch Gerliche erleichtert dem Neugeborenen das Finden der Mutterbrust
und unterstiitzt somit das lebensnotwendige Siugen®. Schon wenige Stunden nach ihrer
Geburt priferieren die Neugeborenen eine Mutterbrust mit ihrem natiirlichen Geruch vor einer
frisch gewaschenen Brust mit vermindertem Eigengeruch. Zwei Wochen nach ihrer Geburt
sind auch Neugeborene, die mittels Flaschennahrung gestillt wurden, zur eindeutigen
Diskriminierung anhand von Geriichen in der Lage. Sie zeigen auf die Brustgeriiche nicht
verwandter stillender Miitter eine positivere Reaktion als auf die Achselgeriiche fremder
Miitter und der eigenen Familie™>*°. Bei Abwesenheit ihrer Mutter und ohne visuelle, taktile
und audielle Beeinflussung durch diese bewiesen Neugeborene, dass ausschlieBlich die
Brustgeriiche auf Wattebauschen eine Bewegung zur Geruchsquelle auslosten®’. Der Geruch
von Fruchtwasser beglinstigt zusdtzlich die Wahl einer Mutterbrust in den ersten Stunden
nach der Geburt. Eine prinatale Vorprigung wird als Ursache postuliert’”®**. In wenigen
Tagen nach der Geburt dndert sich die Geruchspriferenz des Neugeborenen von Fruchtwasser
tiber Erstmilch, auch Kolostrum oder Kolostralmilch genannt, zu Gunsten ,,normaler*
Muttermilch, wobei der Geruch der eigenen Mutter dem Geruch fremder Miitter vorgezogen
wird40-343

Neben der Priferenz des Neugeborenen fiir die natiirlichen Geriiche von Fruchtwasser,
Kolostrum und Milch, wird der Fotus im Uterus schon durch die Essgewohnheiten der Mutter
an weitere Gerliche gewohnt. Diese pridnatale Prigung resultiert in einer postnatalen
Bevorzugung der gewohnten Geriiche und zeigt die ausgeprigte sensorische Fihigkeit des
menschlichen Fotus sowohl vor als auch nach der Geburt’**. Besonders in der ersten Stunde
nach der Geburt nimmt der Sdugling unbekannte neue Geriiche wahr und erlernt diese, so dass
eine schnelle Eingewohnung an die Geriiche der neuen Umgebung und speziell an die der

Mutter erfolgen kann**.
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AuBler der Brustdriise (lat. Glandula mammaria) als Quelle der Erstmilch und spéiteren
Muttermilch befinden sich auf dem die Brustdriise umgebenen Warzenhof (lat. Areola)
zahlreiche weitere Driisen. Auf der pigmentierten Haut der Areola liegen neben ekkrinen
SchweiBdriisen® und vergroferten Talgdriisen (lat. Glandula sebacea) noch urspriinglich als

Erhebungen ,Follikel“ bezichungsweise Vorspriinge ,,Tubercula“**

oder Erhohungen
,Protuberances***’” bezeichnete Driisen vor. Montgomery beschrieb die Driisen genauer und
beobachtete deren Schwellung wihrend der Schwangerschafts- und Stillzeit. Seither werden
sie als Montgomery-Driisen oder Tubercula (Glandulae areolares) bezeichnet**. Durch ihre
mehrfache Funktion als apokrine Schweiidriise”, als Talgdriise und zusitzlich als
milchfithrende Driise ist die histologische Einordnung umstritten. In der vorliegenden Arbeit
werden diese Driisen im Folgenden unabhéngig von ihrer Histologie als Areola Glands (AG)
bezeichnet und ihr Sekret im analytischen Teil als Sekret der Areola Glands (SAG). Diese
Driisen weisen eine erhohte Sekretion wéhrend der spdten Phase der Schwangerschaft und
wiahrend der Stillzeit auf. Das Sekret soll die Brust vor Entziindungen und trockener Haut
ebenso schiitzen wie vor dem aggressiven Speichel und den Saugbemiihungen des
Neugeborenen. AuBlerdem fungiert das Driisensekret zusammen mit dem Speichel des
Séuglings als effiziente Versiegelung zwischen den Sauglingslippen und der Haut der Areola,
wodurch das Saugen des Kindes erleichtert wird*®. Eine zusitzliche olfaktorische Funktion
der Driisensekrete der Areola wurde schon mehrfach postuliert, wobei bislang Substanzen der
gesamten Mutterbrust, gesammelt auf Wattebduschen, untersucht wurden, die jedoch eine

Unterteilung nach ihrem Ursprung unméglich machte®’>%.

* Ekkrine (oder merokrine) Schweildriise: Das Sekret reguliert den Warmehaushalt des Lebewesens und der
niedrige pH-Wert bewirkt den Saureschutzmantel der Haut. Der Mensch besitzt 2-4 Millionen ekkrine
SchweiBidriisen mit einem Durchmesser von 0.4 mm. Sie sind bis auf wenige Ausnahmen iiber die gesamte
Korperoberflache verteilt.

® Apokrine Schweidriise, auch Duftdriise genannt: Die apokrinen SchweiBdriisen werden erst in der Pubertit
gebildet und die Sekretion ist abhingig vom emotionalen und hormonellen Zustand. Apokrine Schweif3driisen
geben Duftstoffe ab, welche zusammen mit dem Sekret der Talgdriisen fiir den Korpergeruch verantwortlich
sind. Der Driisenkorper hat einen Durchmesser von 3-5 mm. Sie finden sich nur in bestimmten K&rperregionen

(Achselhohle, Brustwarze, Genital- und Perinatalgegend).
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Erst 2007 wurden die Driisensekrete der Areola in morphologisch differenzierten Versuchen

auf ihre Aktivitit bei Neugeborenen untersucht’

. Dabei wurden bestimmte Hautregionen auf
der Brust mit ihren jeweiligen Driisen nacheinander selektiv mit luftundurchlidssigen Folien
abgedeckt, damit sie als Quelle olfaktorischer Substanzen bei folgenden Untersuchungen
ausgeschlossen werden konnten. Dabei zeigten Sduglinge drei Tage nach ihrer Geburt ein
identisches Verhalten auf Gerliche der gesamten Mutterbrust, wie sie schon in friitheren
Experimenten beschrieben wurden. Entscheidender waren die Tests zur Reaktion auf die
isolierten Geriiche von den Driisensekreten der Areola, der Mammalia und der Muttermilch
im Vergleich zum kombinierten Geruch der gesamten Brust. Die Neugeborenen zeigten auf
die isoliert dargebotenen Geriiche vergleichbar positive Reaktionen, wie auf den Geruch der
gesamten Mutterbrust. Die stirkste Reaktion zeigten Neugeborene nach vorldufigen
Ergebnissen weiterfithrender Untersuchungen auf das Driisensekret der Areola®'~>.

Der Geruchssinn des Neugeborenen spielt somit schon von Geburt an eine wichtige Rolle bei
der Mutter-Kind-Interaktion. Die erste Prigung der Sduglinge tritt schon im Uterus auf und
zeigt sich in der Attraktivitit des Fruchtwassers, das einen zusétzlichen individuellen Geruch
resultierend aus der Nahrung und vermutlich genetischen Information der Mutter besitzt.
Direkt nach der Geburt lernt das Neugeborene schnell die neuen Geriiche der Umgebung
sowie den spezifischen Geruch von Brust, Kolostrum und Muttermilch, den es mit der Mutter
verbindet. Unter dem Einflul dieser Geriiche beruhigen sich Neugeborene schneller und
weinen weniger. Der biologische Vorteil aus diesen olfaktorischen Féhigkeiten liegt im
schnellen Finden der Mutterbrust und der raschen Aufnahme von Kolostrum. Neben der
Nahrungsaufnahme und Aktivierung der korpereigenen Verdauung ist dieses fiir das noch
nicht ausgeprigte Immunsystem des Kindes essentiell**. Zusitzlich wird durch das frithe
Stillen die Produktion der Muttermilch erst angeregt. Das Stillen fiihrt bei der Mutter zur
giinstigen Anderung hormoneller Werte und erzeugt eine physiologische Wirkung im

4
Uterus>>>3>,
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Aufgabenstellung

Untersuchungen zu den fliichtigen Inhaltsstoffen der Muttermilch sind in der Literatur nur
selten beschrieben’>>". Die fliichtigen Bestandteile des Kolostrums waren bislang nur in
einer zu dieser Dissertation vorangegangenen Arbeit das Ziel von Untersuchungen®®, und das
Montgomery-Driisensekret wurde bislang nur in Vorarbeiten zur vorliegenden Arbeit

untersucht>>>.

Ziel dieser Untersuchung ist daher die Bestimmung der chemischen
Zusammensetzung der fliichtigen Inhaltsstoffe von Kolostrum und Montgomery-
Driisensekret. Erst durch die Kenntnis der fliichtigen Inhaltsstoffe von Kolostrum und dem
milchartigen Sekret der Montgomery-Driisen konnen Aussagen iiber deren chemische
Ubereinstimmungen gemacht werden. So kénnen diese Ergebnisse helfen, die histologisch
schwer einzuordnenden Driisen der Areola zumindest chemisch besser zu klassifizieren.
Zusétzlich zu der vergleichenden Analytik hinsichtlich der Inhaltsstoffe beider Proben ist die
Identifizierung potentiell biologisch aktiver Substanzen von Interesse, vergleichbar zu
2-Methyl-2-butenal (121) bei den Kaninchen. Diese Arbeit soll somit die Grundlage fiir

weitere Untersuchungen zur chemischen Okologie fliichtiger Verbindungen im Sekret der

Montgomery-Driisen und des Kolostrums liefern.

Analytische Durchfiihrung

Bedingt durch die sehr geringe verfiigbare Probenmenge von wenigen Mikrolitern ist eine
Probenaufarbeitung oder chromatographische Fraktionierung sehr schwierig. In ersten
Untersuchungen mit grofleren Probenvolumina wurde noch eine Fraktionierung an Florisil
durchgefiihrt, die im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der Probenmenge nicht durchgefiihrt
werden konnte®**%. Als neue Proben stehen jeweils die Sekrete der Montgomery-Driisen und
Kolostrum von drei verschiedenen Frauen zur Verfiigung. In den bislang durchgefiihrten
GC/MS-Analysen des Kolostrums zeigte sich eine nicht optimale Chromatographie der oft
polaren Inhaltsstoffe auf unpolaren Phasen (VF-5ms: 95% PDMS/5% Phenyl). Daher sollte
die chromatographische Trennung sowohl an polaren Phasen fiir eine gute Chromatographie
und Trennung der Analyten als auch zusitzlich an unpolaren Phasen zur Bestimmung der

schwerfliichtigen Inhaltsstoffe durchgefiihrt werden.
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Dazu wurden folgende Phasen mit moglichst unterschiedlicher Polaritit und Selektivitit

ausgewahlt™:
VF-5ms 0.25 um FD unpolare Séule normale Filmdicke
VF-624ms  1.40 um FD mittelpolare Sdule  grofle Filmdicke
VF-WAXms 0.25 pm FD sehr polare Sdule normale Filmdicke

Unter den gleichen chromatographischen Bedingungen wurde jeweils ein Alkanraster mit den
Alkanen von Octan bis Triacontan vor Analyse der Proben als externe Referenz zur
Bestimmung des linearen Retentionsindex gemessen.

Zur weiteren Absicherung der Strukturvorschlige wurden zusétzliche Analysen mit
Chemischer Ionisierung (CI) durchgefiihrt. Eine sehr weiche und somit fragmentierungsarme
Chemische Ionisierung gelingt besonders gut mit fliissigen Reaktanden bei der internen
Ionisierung in Ionenfallen. Dazu wurde bei den Ionenfallen-Massenspektrometern 220-MS
mit der Séule VF-624-ms und 240-MS mit der Sédule VF-WAXms Methanol genutzt, um iiber
das Pseudomolekiilion (M+H") das Molekulargewicht zusitzlich abzusichern.

Das Probenmaterial wurde von Dr. Benoist Schaal vom Centre Européen des Sciences du
Golt zur Verfligung gestellt. Die Proben wurden direkt nach ihrer Abnahme bei -18 °C
tiefgefroren und erst kurz vor den Analysen aufgetaut. Bei beiden Probenarten von Kolostrum
und SAG handelte es sich um inhomogene milchige Losungen.

Von den Suspensionen der Kolostrumproben wurde jeweils 1 pL entnommen und mit
Methanol um den Faktor 1:20 verdiinnt. Analog dazu wurde von den Suspensionen der SAG-
Proben 1 pL entnommen und mit Methanol um den Faktor 1:10 verdiinnt. Zur
gaschromatographisch-massenspektrometrischen Untersuchung wurde von den verdiinnten

Proben ohne weitere Aufarbeitung jeweils 1 puL injiziert.

* Vollstindige Informationen zu den analytischen Bedingungen im Experimentellen Teil
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Identifizierung flichtiger Verbindungen aus Kolostrum und SAG

Im Zentrum der Untersuchungen stand die Identifizierung fliichtiger Verbindungen, die mit
Hilfe der Kopplung aus Gaschromatographie und Massenspektrometrie untersucht wurden.
Durch die Bestimmung der linearen Retentionsindices soll die Reproduzierbarkeit und
Vergleichbarkeit mit zukiinftigen Messungen vereinfacht werden. Der folgende Abschnitt
stellt die Ergebnisse der chemischen Analysen von Kolostrum (K) und SAG dar. Trotz der
geringen Probenmenge wurden einige Experimente wiederholt durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich eine gute Reproduzierbarkeit in den Messungen. Es wurden die gleichen Analyten in
allen Proben nachgewiesen, wodurch die Zuverldssigkeit der Analytik unterstiitzt wird.
Zusétzlich zeigten die Proben gleicher Driisen von verschiedener Frauen ein nahezu
identisches qualitatives Bild. Daher wird im Folgenden nur jeweils ein Chromatogramm pro
Probentyp (SAG oder K) und chromatographischer Trennsdule exemplarisch abgebildet. In
der kompletten Liste der Inhaltsstoffe werden die unter den jeweiligen chromatographischen
Bedingungen identifizierten Verbindungen durch Angabe ihrer linearen Retentionsindices
(RI) angezeigt. Nicht alle Verbindungen konnten wunter den unterschiedlichen
chromatographischen Bedingungen stets wiedergefunden werden. Sehr leichfliichtige
Verbindungen konnten auf unpolaren Sdulen teilweise nicht ausreichend vom Losungsmittel
getrennt werden, wiahrend schwerfliichtige Verbindungen nicht immer innerhalb der
Analysenzeit bei den niedrigeren Endwerten der Ofentemperaturprogramme auf den polaren
Saulen eluierten. Bei der hohen Anzahl an Analyten traten zudem gelegentlich Koelutionen
auf, wodurch Komponenten mit wenig intensiven Signalen unter starken Signalen gleicher
Retentionszeit moglicherweise nicht detektiert werden konnten. Durch die unterschiedlichen
Phaseneigenschaften bei der Chromatographie konnte jedoch eine weitestgehend vollstindige
Analyse der fliichtigen Verbindungen gewéhrleistet werden. Auf den folgenden Seiten sind
die Chromatogramme und Tabellen mit den jeweils identifizierten Analyten einzeln

aufgefiihrt.
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Abbildung 125: Gegeniiberstellung der Gaschromatogramme von Kolostrum (oberes Chromatogramm) und SAG (unteres Chromatogramm)

[Saule VF-WAXms, 30 m, 0.25 mm ID, 0.25 pm FD, Temperaturprogramm: 35 °C, 1 min isotherm, mit 5 °C/min auf 240 °C, 15 min isotherm]
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Nr. Name Formel RI RT K RT SAG

M1  Pyridin CsHsN®'  1189%T 855 8,70

K K - 1214 917 9,27

M2 2-Methylfuran CsHO® 1224 944 949

M3  5,5-Dimethyl-2(5H)-furanon CeHsO.%' 1234 969 9,70

M4  Furfurylmethylether CGH302C' 1244 9,95 9,98

M5 Methyl 2-oxopropanoat CsHsO:%'  1247%T 10,03 10,05
M6 1-Hydroxyaceton CsHeO.%'  1302°T 11,47 11,54
M7 Methyl 2-hydroxypropanoat CsHsO:®' 132177 11,95 12,00
M8 Methyl hydroxyacetat? Cl m/z 90/91 CsHeO3? 13857 13,63 13,67
M9 Dimethyloxalat CsHsO.S' 1410 14,26 14,29
M10 Essigsaure C,H,0,"  1462%7 1559 1554
M11 2-Furfural CsHs0,"  1463%T 1562 15,63
M12 2-Methyl-2-butenal CsHsO® 1468 15,73 15,75
M13 Furfurylformiat CeHsOs®' 1497 16,48 16,50
M14 3-Furfurylalkohol CsHsO,® 1500 16,55 16,55
M15 2-Acetylfuran CeHsO."'  1501%T 16,58 16,61
M16 Ameisenséaure CH,0, 1540 17,95 17,26
M17 Methyl 4-oxopentanoat / Methyl levulat C6H1003C' 1566 18,14 18,17
M18 5-Methyl-2-furfural CeHsO.%'  1570%T 18,23 18,26
M19 Methy! furoat CeHsO:®'  15767" 18,38 18,40
M20 Protoanemonin / 3-Hydroxypenta-2,4-dienolid CsHi0,"  1582%T 18,53 18,54
M21 Methyl decanoat CiH20," 159277 18,77 18,79
M20 Methyl benzoat CsHzO,”'  1617°7 19,35 19,38
M23 Isomaltol / 1-(3-Hydroxy-2-furanyl)-ethanon CeHeOs®' 1627 19,58 19,49
M24 Methyl carbamat C,HsNO,® 1631 19,68 19,70
M25 Buttersaure CioH240,"' 163577 19,78  n.n.

M26 Methyl 4-hydroxy-3-methylpent-2-enoat C7H4,04 1638 19,85 19,86
M27 Methyl 4-hydroxy-3-methylpent-2-enoat Isomer C;H1204 1641 19,91 19,92
M28 2-Furfurylalkohol CsHsO,®  1659%T 20,32 20,34
K K, Methylmethanesulfonat C,Hs0sS®' 1662 20,40 20,42
M29 2-Butendisduredimethylester? Cl m/z 145 CeHgO,? 1676 20,71 20,74
M30 5-Methyl-2-furfurylalkohol CeHsO.%'  1719%T 21,69 21,72
M31 1,3-Glycerindiacetat Cl m/z 177/163/117 C/H,0s 1736 22,08 22,08
M32 2-Buten-4-olid CsH,0,% 174777 22,30 22,34
M30 Acetamid C,HsNO® 1756 22,50 22,52
M34 2-Hydroxy-2-cyclopenten-1-on CsHeO.%' 17657 22,71 22,72
M35 unbekannt, Cl m/z 102 - 1776 22,94 22,97
M36 Methyl dodecanoat CisHs0, 179977 2345 2347
M37 MS wie 3-Furfurylalkohol? Cl m/z 99 CsHeO,? 1801 2349 23,52
M38 2-Hydroxy-3-methyl-2-cyclopenten-1-on / Cycloten CeHsO,%'  1822FT 23,93 23,95
M39 1-Amino-2,6-dimethylpiperidin? Cl m/z 129 C/HigN, ? 1842 2437 24,35
M40 2,3-Dihydro-5-hydroxy-6-methyl-(4H)-pyran-4-on CeHsOs®' 1852 24,56 24,58
M41 Methyl 2,4-heptadienoat? Cl m/z 141 CgHi20,? 1884 2523 2526
M42 Dimethyl tartronat / Dimethyl 2-hydroxypropandioat CsHgOs®' 1892 2539 25,41
M43 Maltol / 3-Hydroxy-2-methyl-4-pyranon CeHsO:"'  1957%T 26,71 26,72
M44 Levoglucosenon CeHsOs"' 1979 27,16 27,17
M45 2H-Pyran-2,6(5H)-dion / Glutacons&ureanhydrid CsH,O5®' 1993 27,43 27,41
M46 MS ahnlich Maltol, Isomer? Cl m/z 127 CeHeO3 ? 1998 27,53 27,55
M47 Methyl tetradecanoat CisH300,° 2007%T 27,71 27,73
M48 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon / Furaneol CeHsOs”'  2030%T 28,14 28,15
M49 Methyl pyrrole-2-carboxylat CeH/NO,® 204977 2852 28,53
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Nr. Name Formel RI RT K RT SAG

M50 Glycerindehyd CsHsO:"  2080%T 29,11 29,13
M51 unbekannt Cl m/z 117 CsHgO3? 2103 29,54 29,53
M52 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon / Norfuraneol CsHeOs"'  2113%T 29,72 29,72
M53 3-Hydroxydihydro-2(3H)-furanon CisHsO:®' 2167 30,73 30,75
M54 Dimethyl 2-hydroxy-2-methylbutan-1,4-dioat C7sH1205 2193 31,16 31,18
M55 Methyl hexadecanoat Ci/H30,% 2212 31,61 31,62
M56 Methyl 9-hexadecenoat Ci7H30,°" 224177 32,08 32,09
M57 3,5-Dihydroxy-6-methyl-2,3-dihydro-(4H)-pyran-4-on CeHsO.S'  2262FT 3246 3247
M58 Decansaure CioH200,% 227687 32,71 32,67
M59 Ethyl 9-hexadecenoat CiH30,% 2278 32,74 3274
M60 Glycerin CsHsO:®'  2305°T 33,22 33,27
M61 2-Acetyl-2-hydroxy-4-butanolid CeHsO.S' 2332 33,67 33,69
M62 Picolinamid / 2-Pyridinecarboxamid CGHGNZOC' 2384 34,58 34,59
M63 Methyl octadecanoat Ci1oH3s0,° 2421%T 3521 3522
M64 Methyl 9-octadecenoat CioH3605"' 244177 3552 3554
M65 3-Acetamidofuran CeH/NO,® 2451 3569 35,70
M66 Isopropyl 9-octadecenoat Cz1H4002C' 2458 35,80 35,79
M67 5-Hydroxymethyldihydrofuran-2-on CsHsO:®' 2471 36,01 36,03
M68 Ethyl 9-octadecenoat CaoH3s0,° 2475%T 36,09 36,12
M69 Dodecansaure CioHp40," 2486%T 36,26 36,26
M70 Methyl 9,12-octadecadienoat CioH340,°" 2488%T 36,30 36,32
M71 5-(Hydroxymethyl)-2-furfural CeHsO5"'  2494%T 36,40 36,42
M72 Isopropyl 9,12-octadecadienoat CaH3s0, 2505 36,56 36,57
M73 Ethyl 9,12-octadecadienoat CaoH360,"' 252577 36,86 36,88
M74 2,5-Dihydroxymethylfuran Cl m/z 111 (-H,0) CeH100:"  2577%7 37,63 37,65
M75 4-Hydroxydihydro-2(3H)-furanon CsHsO;®'  2600%T 37,96 37,99
M76 Tetradecansaure CisHosO, 2697 39,56 39,55
M77 Methyl 8,11,14-eicosatrienoat CaH30,"' 2729 40,03 40,37
M78 Methyl 5,8,11,14-eicosatetraenoat Cz1H3402C' 2750 40,36 40,37
M79 Hexadecansaure CieH30,"" 288177 42,70 42,70
M80 9-Hexadecensiure CisH300," 2916 43,30 43,30
M81 9-Octadecensiure CigH340,° 3193%T 4757 47,55
M82 9-Octadecensaure Isomer C18H3402C' 3279 49,04 49,02
M83 3-Acetamido-5-acetylfuran CsHoNO;®' 3415 51,36 51,39

Tabelle 14: Strukturvorschlige zu den Inhaltsstoffen von Kolostrum und SAG. Trennung an polarer Waxphase
VF-WAXms. Der hochgestellte Index ' bei den Summenfomeln in den Tabellen bedeutet, dass das
Pseudomolekiilion der Verbindung mit CI abgesichert wurde. Eine auftretende Abspaltung von Wasser aus dem
Molekiilion unter den Bedingungen der CI ist gekennzeichnet. Der hochgestellte Index " bedeutet, dass diese
Verbindung auf hnlichen chromatographischen Phasen einen vergleichbaren linearen Retentionsindex besitzt*.
Die Kennzeichnung eines Signals mit ,,K*“ steht fiir eine Kontaminate, die bei der Probenvorbereitung oder der
Aufbewahrung in die Probe gelangte, wie zum Beispicl Weichmacher und Stabilisatoren von Kunststoffen.

Zusitzlich liegen in dem Losungsmittel Methanol noch leichtfliichtige Acetale und Ester vor, die durch eine

Blindwertmessung des Losungsmittels zugeordnet wurden.
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Abbildung 126: Gegeniiberstellung der Gaschromatogramme von Kolostrum (oberes Chromatogramm) und SAG (unteres Chromatogramm)

[Saule VF-624ms, 30 m, 0.25 mm ID, 0.25 um FD, Temperaturprogramm: 40 °C, 1 min isotherm, mit 5 °C/min auf 300 °C, 5 min isotherm]
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Nr. Name Formel RI RTK RT SAG

M6  1-Hydroxyaceton CsHeO.,"' 735 7,35 7,48
K K, 2,2-Dimethoxybutan CeH140,° 771 859 857
M1 Pyridin CsHsN® 783 9,00 9,06
M7  Methyl 2-hydroxypropanoat CsHsO;®' 786 9,12 9,18
K K, Propylacetat CsHiO.” 791 9,29 9,36
M84  3-Methyl-2-butenal CsHO® 828 10,55 10,60
M12  2-Methyl-2-butenal CsHO® 841 11,02 11,04
K K, Siloxan - 855 11,44 11,50
M5  Methyl 2-oxopropanoat CsHsO;"' 862 11,73 11,76
M14  3-Furfurylalkohol CsHeO."' 873 12,10 12,09
M33  Acetamid C,HsNO®' 882 1243 12,46
M11  2-Furfural CsHiO,® 895 12,86 1285
M28  2-Furfurylalkohol CsHeO."' 926 13,90 13,93
M13  Furfurylformiat CeHgO3 949 14,75 14,78
M85  Dihydroxyaceton C3H603C' 957 14,99 15,02
M20  Protoanemonin / 3-Hydroxypenta-2,4-dienolid CsH,O0.%' 967 1536 15,35
M15  2-Acetylfuran CeHsO2 970 1547 1547
M10  Essigsaure C,HO," 978 1573 1572
K K, Siloxan - 983 1590 15,88
M34  2-Hydroxy-2-cyclopenten-1-on CsHeO."' 991 16,19 16,19
M37  MS wie 3-Furfurylalkohol, Cl m/z 99 CsHeO,? 1000 16,48 16,48
M86  2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furan-3-on CeHg0,% 1017 17,03 17,04
M32  2-Buten-4-olid CsHO0," 1022 17,21 17,20
M23  Isomaltol / 1-(3-Hydroxy-2-furanyl)-ethanon CeHsO5" 1030 17,51 17,50
M18  5-Methyl-2-furfural / 5-Methyl-2-furancarboxaldehyd CeHgO,"" 1031 17,54 17,54
M50  Glycerindehyd CsHsOs"' 1038 17,76 17,77
M87  3-Methyl-2,5-furandion CsH.O5%' 1050 18,16 18,16
M88  5-Acetyldihydro-2(3H)-furanon CeH1002 1053 18,23 18,26
M45  2H-Pyran-2,6(5H)-dion / Glutacons&ureanhydrid CsH.O5% 1079 19,12 19,12
M31  1,3-Glycerindiacetat CsH1205 1087 19,37 19,37
M38  2-Hydroxy-3-methyl-2-cyclopenten-1-on / Cycloten CeHg0,” 1091 19,64 19,62
M89  Pyrrol-2,5-dion C:HsNO,® 1099 19,78 19,78
M60  Glycerin CsHsO:" 1111 20,18 20,21
M52  4-Hydroxy-5-methyl-3-(2H)-furanon / Norfuraneol CsHsO3 1121 20,49 20,47
M53  3-Hydroxydihydro-2(3H)-furanon CsHsO;"' 1129 20,76 20,74
M48  2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon / Furaneol CeHsOs®' 1150 21,44 21,47
M46  MS ahnlich Maltol, Isomer? Cl m/z 127 CeHsO3 ? 1162 21,82 21,79
M19  Methyl furoat CeHsO:" 1166 21,93 21,89
M51  unbekannt Cl m/z 117 CsHgO3? 1177 22,29 2227
M43  Maltol CeHsOs"' 1186 22,59 22,57
M49  Methyl pyrrol-2-carboxylat CGH7N02C' 1202 23,04 22,98
M90  unbekannt Cl m/z 117 CsHsO3? 1214 23,41 23,36
M57  3,5-Dihydroxy-6-methyl-2,3-dihydro-(4H)-pyran-4-on CeHgO,” 1227 23,79 23,75
M54  Dimethyl 2-hydroxy-2-methylbutan-1,4-dioat C/H1,0s"' 1245 24,34 24,29
M61  2-Acetyl-2-hydroxy-4-butanolid CeHsO.C' 1299 2595 25,88
? unbekannt - 1321 26,56 26,54
M21  Methyl decanoat CHHZZOZC' 1355 27,49 27,43
M91  5-Hydroxymethyl-2(5H)-furanon CsHgO5"" 1357 27,57 27,51
M62  Picolinamid / 2-Pyridinecarboxamid CeHeN,O®' 1360 27,63 27,58
M67  5-Hydroxymethyldihydrofuran-2-on CsHsO;"' 1365 27,78 27,74
M75  4-Hydroxydihydro-2(3H)-furanon C4HgsO5"" 1366 27,80 27,78
M71  5-(Hydroxymethyl)-2-furfural CeHsOs"' 1368 27,86 27,82
M65  3-Acetamidofuran CeH/NO,® 1397 28,68 28,62
M92  1,2,3-Glycerintriacetat CoH 1406 1404 28,88 28,83
M36  Methyl dodecanoat C13H26020' 1554 32,78 32,72
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Nr. Name Formel RI RTK RT SAG

M93  Ethyl dodecanoat CiaH20.%' 1622 34,46 34,39
M69 Dodecansaure C12H2405 1629 n.n. 34,78
K K, Diethyl phthalat CioHi4Os 1679 3580 35,74
M94  Methyl tetradecenoat CisHpsO, 1748 241 37,36
M47  Methyl tetradecanoat CisHy00," 1755 37,51 37,45
K K, 1,1,3-Trimethyl-3-phenylindan CisHoo 1771 37,88 37,81
M83  3-Acetamido-5-acetylfuran CgH9N03C' 1880 40,25 40,18
M56  Methyl 9-hexadecenoat Isomer Ci7H320.%' 1936 41,39 41,32
M56  Methyl 9-hexadecenoat Ci7H30:" 1941 41,49 41,42
M55  Methyl hexadecanoat Ci7HuO," 1956 41,79 41,72
M59  Ethyl 9-hexadecenoat CigHuuO,"' 2007 42,82 4275
M95  Isopropyl 9-hexadecenoat CioH3s0,°" 2035 43,38 43,30
M96  Methyl heptadecenoat CisHaaO," 2039 43,44 43,38
M97  Methyl heptadecanoat C18H3602°' 2056 43,78 43,71
M70  Methyl 9,12-octadecadienoat C19H34OZC' 2117 45,20 45,20
M64  Methyl 9-octadecenoat CioH360."' 2138 4532 4525
M64  Methyl 9-octadecenoat Isomer CioH360,° 2143 4542 4535
M63  Methyl octadecanoat CioH3s0,°" 2157 4568 45,62
M68  Ethyl 9-octadecenoat CaoH3s0,° 2202 46,52 46,44
M66  Isopropyl 9-octadecenoat CyH30,°" 2212 47,01 46,93
M78  Methyl 5,8,11,14-eicosatetraenoat CxHu0,% 2306 48,43 48,35
M77  Methyl- 8,11,14-eicosatrienoat C21H3602°' 2322 48,68 48,61
M98  Methyl eicosadienoat Co1H3505 2337 48,94 48,85
M99  Tetradecansaure-2,3-dihydroxypropylester Ci7H3,0, 2412 50,41 50,41
M100 Methyl docosatetraenoat CxH3s0.%' 2513 51,79 51,71
M101 Hexadecansaure-2,3-dihydroxypropylester CioH3s04 2642 53,86 53,78
M102 Squalen CaoHso 2835 57,71 57,60

Tabelle 15: Strukturvorschldge zu den Inhaltsstoffen von Kolostrum und SAG. Trennung an unpolarer Phase mit
grofer Filmdicke VF-624ms. Der hochgestellte Index ' bei den Summenfomeln in den Tabellen bedeutet, dass
das Pseudomolekiilion der Verbindung mit CI abgesichert wurde. Die Kennzeichnung eines Signals mit ,,K*
steht fiir eine Kontaminate, die bei der Probenvorbereitung oder der Aufbewahrung in die Probe gelangte, wie
zum Beispiel Weichmacher und Stabilisatoren von Kunststoffen. Zusétzlich liegen in dem Losungsmittel
Methanol noch leichtfliichtige Acetale und Ester vor, die durch eine Blindwertmessung des Ldsungsmittels

zugeordnet wurden.
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Abbildung 127: Gegeniiberstellung der Gaschromatogramme von Kolostrum (oberes Chromatogramm) und SAG (unteres Chromatogramm)

[Séule VF-5ms, 30 m und 10 m Retention Gap Vorsiule, 0.25 mm ID, 0.25 pm FD, Temperaturprogramm: 35 °C, 1 min isotherm, mit 5 °C/min auf 320 °C, 5 min isotherm]
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Nr. Name Formel RI RT K RTSAG

M6 1-Hydroxyaceton C3HgOs - 4,27 4,55
K K, Propylacetat CsHiO, 779F7 495 519
M12  2-Methyl-2-butenal CsHsO 800 548 5,68
M5 Methyl 2-oxopropanoat C4HgO3 816 5,86 6,05
M32  2-Buten-4-olid CsH O, 825°"" 6,09 6,26
M14  3-Furfurylalkohol CsHgO, 840 6,48 6,60
M11  2-Furfural CsH,0, 8507%" 6,72 6,84
M28  2-Furfurylalkohol CsHeO, 870F" 722 735
? unbekannt - 898 7,91 8,01
M50  Glycerindehyd CsHeO;  919°T 853 8,61
M34  2-Hydroxy-2-cyclopenten-1-on CsHgO, 935 9,01 9,09
M87  3-Methyl-2,5-furandion CsHiO; 95287 950 9,57
M18  5-Methyl-2-furfural CeHsO,  970FT 10,02 10,09
M23  Isomaltol / 1-(3-Hydroxy-2-furanyl)-ethanon CeHsOs 98677 10,49 10,54
M86  2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furan-3-on CeHsOs 98777 10,53 10,58
M38  2-Hydroxy-3-methyl-2-cyclopenten-1-on / Cycloten CeHsO,  1003%" 10,98 10,96
M45  2H-Pyran-2,6(5H)-dion / Glutaconsaureanhydrid CsH404 1002 10,95 11,01
M89  Pyrrol-2,5-dion CsH;NO, 1010 11,20 11,14
M60  Glycerin CsHgO; 1029 11,77 11,77
M52  4-Hydroxy-5-methyl-3-(2H)-furanon / Norfuraneol CsHeO;  1048%T 12,35 12,40
M39  1-Amino-2,6-dimethylpiperidin C/HN, 1052 12,46 12,49
M48  2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon / Furaneol CsHgO3 1063%T 12,80 12,84
M67  5-Hydroxymethyldihydrofuran-2-on CsHgO3 1067 12,93 12,94
M103 2-Carboxyfuran CsHsO;  1079%T 13,28 13,30
M46  MS &hnlich Maltol, Isomer? CeHsO3? 1082 13,38 13,41
M19  Methyl furoat CeHsOs  1088%T 13,56 13,60
M53  3-Hydroxydihydro-2(3H)-furanon C4HeO3 1103 14,01 14,03
M104 Nonanal CoHisO 11087 14,16 14,16
M43  Maltol CeHsOs  1117°7 1441 14,42
M61  2-Acetyl-2-hydroxy-4-butanolid CeHgO4 1143 15,18 15,19
M54  Dimethyl 2-Hydroxy-2-methylbutan-1,4-dioat C;H 1205 1147%7 1530 15,34
M57  3,5-Dihydroxy-6-methyl-2,3-dihydro-(4H)-pyran-4-on CeHsO4 11507%T 15,39 15,42
M75  4-Hydroxydihydro-2(3H)-furanon C4HeO3 1175 16,13 16,20
M105 5-Oxotetrahydrofuran-2-carbonsaure CsHeOs 122077 17,71 17,74
M71  5-(Hydroxymethyl)-2-furfural CeHsOs  1236%" 17,85 17,92
M31  1,3-Glycerindiacetat C/H,05 1257 18,46 18,51
M106 2-Hydroxy-2-methylbutandisaure CsHgOs 1364 21,34 21,41
M36  Methyl dodecanoat CisHxO, 1525°7 2508 25,39
M69 Dodecansaure CioH4O, 15657 26,35 26,40
M47  Methyl tetradecanoat CisH300, 1725°7 29,95 29,96
M76 Tetradecansaure CiaHps0, 17637%" 30,76 30,78
M56  Methyl 9-hexadecenoat isomer Ci7H320, 189977 33,58 33,59
M56  Methyl 9-hexadecenoat Ci7H320, 190477 33,68 33,69
M55  Methyl hexadecanoat Ci7HaO, 192177 3411 34,11
M80  9-Hexadecensaure CieH300, 1941°T 3444 34,45
M79 Hexadecansaure CisH3202 1965 34,85 34,86
M59  Ethyl 9-hexadecenoat CigH340, 1972 35,00 35,01
M95  Isopropyl 9-hexadecenoat CioH3sO, 20017T 3556 35,57
M79  Methyl 9,12-octadecadienoat CioH340, 209477 37,29 37,30
M64  Methyl 9-octadecenoat CioH302 2101 37,41 37,42
M64  Methyl 9-octadecenoat Isomer C19H3603 2107%" 3752 37,52
M63  Methyl octadecanoat CioH30, 2128%T 37,89 37,90
M107 9,12-Octadecadienséaure CigH320, 2137 38,05 38,06
M81  9-Octadecensaure CigH340, 21457%7 3821 38,22
M82  9-Octadecensaure Isomer CisH3403 2161 38,49 38,49
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Nr. Name Formel RI RT K RTSAG

M73  Ethyl 9,12-octadecadienoat CooH30, 2162 38,51 38,52
M108 Octadecansiure CigH360, 21657 38,56 38,57
M68  Ethyl 9-octadecenoat CaoH3zs0, 2167%" 38,60 38,61
M72  Isopropyl 9,12-octadecadienoat Cy1H3s0O, 2188 38,98 38,98
M66  Isopropyl 9-octadecenoat Co1H4O, 2195 39,09 39,10
M78  Methyl 5,8,11,14-eicosatetraenoat Cy1H340, 2258 40,18 40,18
M77  Methyl 8,11,14-eicosatrienoat CoiH3s0, 2277 n.n. 40,50
M98  Methyl eicosadienoat Co1H3g0O, 2296 n.n. 40,84
M109 Methyl eicosenoat Co1H400O, 2301 40,93 40,92
M99  Tetradecansaure-2,3-dihydroxypropylester Ci7H340,4 2307 41,01 41,02
M101 Hexadecansaure-2,3-dihydroxypropylester CioH3s0, 2514 44,36 44,37
M110 9-Octadecens&ure-2,3-dihydroxypropylester CyHyOs 271377 47,10 47,11
M111 Octadecansaure-2,3-dihydroxypropylester Cy1H40O4 2723 4748 47,48
M102 Squalen CaoHso 281177 48,74 48,75
M112 Cholesterol CoHigO 3120 52,97 52,96
M113 a-Tocopherol CooHs500, 3126 53,05 53,05
M114 Desmosterol Co7H44sO 3158 53,50 53,50

Tabelle 16: Strukturvorschldge zu den Inhaltsstoffen von Kolostrum und SAG. Trennung an unpolarer Phase
VF-5ms. Der hochgestellte Index ®" bedeutet, dass diese Verbindung auf dhnlichen chromatographischen Phasen

einen vergleichbaren linearen Retentionsindex besitzt’

. Die Kennzeichnung eines Signals mit ,, K steht fiir eine
Kontaminate, die bei der Probenvorbereitung oder der Aufbewahrung in die Probe gelangte, wie zum Beispiel
Weichmacher und Stabilisatoren von Kunststoffen. Zusétzlich liegen in dem Ldsungsmittel Methanol noch

leichtfliichtige Acetale und Ester vor, die durch eine Blindwertmessung des Losungsmittels zugeordnet wurden.
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Diskussion der Methoden und Ergebnisse

Die hohe Zahl an fliichtigen polaren Inhaltstoffen in Kolostrum und SAG lieB sich
chromatographisch am besten an der polaren Waxphase mit guter Peakform auftrennen. Unter
diesen Bedingungen konnten die meisten Verbindungen bis in den Spurenbereich detektiert
werden. Bei Trennung an der unpolare VF-5-Phase zeigten polarer Verbindungen hingegen
oft eine schlechte Peakform durch starkes Peaktailing oder Fronting. Dafiir konnten wiederum
an dieser unpolaren Standardphase VF-5 die Fraktionen der hochsiedenden Fettsdureester,
freie Fettsduren und Monoacylglyceride am besten bestimmt werden. Die unpolare Phase
VF-624 mit dickem Film zeigte eine deutlich verbesserte Selektivitit fiir die leichtfliichtigen
Inhaltsstoffe als die VF-5 Phase, wodurch mehr Verbindungen als an der VF-5 Phase
aufgetrennt und detektiert werden konnten. Die Chromatographie und Peakform kann
allerdings nicht mit der Waxphase mithalten. Fiir eine moglichst umfassende Analytik dieser
Probenart hinsichtlich leichtfliichtiger und polarer Verbindungen bis zu unpolaren
Hochsiedern ist somit eine Waxphase in Verbindung mit einer unpolarer Standardphase VF-5
eine geeignete Kombination.

Die Molekulargewichte der iiberwiegenden Anzahl der Strukturvorschlige konnte mit Hilfe
von Chemischer lonisierung (CI) abgesichert werden. Durch den zusétzlichen Vergleich der
bestimmten Retentionsindices mit Referenzdaten, die zu Waxphasen und Phasen mit
5 % Diphenyl- und 95 % Dimethylpolysiloxan vorliegen, konnten die aufgestellten
Strukturvorschlige zusitzlich bestitigt werden®’.

Das Auftreten von Methylestern in den Analysen kann durch das Verdiinnen der Proben mit
Methanol als Losungsmittel erkldrt werden, da moglicherweise freie Fettsduren in die
korrespondierenden Methylester umgewandelt wurden, Die Ethyl- und Isopropylester der

Fettsduren hingegen konnen nicht aus der Probenvorbereitung stammen.
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Abbildung 128: Strukturvorschlidge fiir die charakteristischen Heterozyklen und fiir eine Auswahl der
oxygenierten aliphatischen Verbindungen, die mittels chromatographischer Auftrennung an einer Waxséule in

den Proben von Kolostrum und SAG detektiert werden konnten.
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Bei der Zusammensetzung der fliichtigen Inhaltstoffe hinsichtlich ihrer Probenherkunft kann
aus den bislang erzielten Ergebnissen kein Unterschied der Verbindungen zwischen
Kolostrum und SAG festgestellt werden. Die Proben weisen vielmehr eine qualitativ
identische Zusammensetzung auf. Bei einer Abschitzung zur Quantitdt der fliichtigen
Verbindungen ist zu berlicksichtigen, dass die Proben des Kolostrums mit der doppelten
Losungsmittelmenge  verdiinnt waren. Bei  vergleichbarer  Signalintensitdt  der
Totalionenstromchromatogramme ergibt sich daraus, dass die Kolostrumproben einen
hoheren Anteil an fliichtigen Verbindungen aufweisen. Speziell die leichtfliichtigen und
polaren Verbindungen der Kolostrum-Proben zeigen trotz der hoheren Verdiinnung
intensivere Signale als bei den SAG-Proben. Hingegen sind die Signale von Fettsduren und
Fettsduresestern in den Proben der SAG intensiver. Aus diesen Ergebnissen kann als
vorldufige Schlussfolgerung gezogen werden, dass die unterschiedlichen Driisen anhand der
Zusammensetzung ihrer fliichtigen Verbindungen eine dhnliche Funktion aufweisen und die
AG sowohl als Milch- als auch als Talgdriise fungieren kdnnten.

Unter den auf der Waxphase identifizierten fliichtigen Verbindungen finden sich eine Anzahl
an polaren Furan und Pyron-Derivaten, die in Abbildung 128 dargestellt sind. Durch
verdnderte chromatographische Bedingungen konnten auf den Kapillarsdulen VF-624ms und

VF-5ms noch einige weitere Verbindungen detektiert werden.

NH-< HO (@]
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H © O
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Abbildung 129: Strukturvorschlige fiir weitere charakteristische Heterozyklen und fiir eine Auswahl der
oxygenierten aliphatischen Verbindungen, die mittels chromatographischer Auftrennung an den Séulen VF-5ms

und VF-624ms in den Proben von Kolostrum und SAG detektiert werden konnten.
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In fritheren Untersuchungen konnten nach Fraktionierung einer Kolostrumprobe bereits eine
Anzahl dieser Heterocyclen und fliichtigen Verbindungen identifiziert werden. So sind
Furfurylmethylether (M4), Methyl-2-hydroxypropanoat (M7), 2-Furfural (M7), 2-Acetylfuran
(M15), 5-Methyl-2-furfural (M18), Methylfuroat (M19), Isomaltol (M23), 2-Furfurylalkohol
(M28), 5-Methyl-2-furfurylalkohol (M30), 2-Buten-4-olide (M32), Acetamid (M33), Maltol
(M43), Furaneol (M48), 3,5-Dihydroxy-6-methyl-2,3-dihydro-4H-pyran-4-on  (M57),
5-(Hydroxymethyl)-2-furfural (M71), 2,5-Dihydroxymethylfuran (M74) und 2-Carboxyfuran
(M103) bereits als fliichtige Inhaltstoffe des Kolostrums beschrieben und mit authentischem

¥ Die identifizierten Fettsduremethylester M21,

Referenzmaterial groBtenteils verifiziert
M36, M47, M55, M56, M63, M64, M70, M78, M94, M97 und die Monoacylglyceride M99, M101,
M110 und M112 wurden in der gleichen Arbeit bereits identifiziert. Die Massenspektren der
Monoacylglyceride und der Heterocyclen M48, M57, M71 und M74 sind darin ebenfalls
interpretiert. Die vorliegenden Ergebnisse fritherer Arbeiten konnten folglich mit dieser
Untersuchung bestdtigt werden und zusdtzlich wurden fiir eine Vielzahl weiterer
Verbindungen Strukturvorschldge gemacht.

Somit liegt eine umfassende Untersuchung der fliichtigen Verbindungen der Driisensekrete
Kolostrum aus der Milchdriise und dem Sekret der AG vor. Diese Untersuchung kann als
Grundlage fiir Test zu einer moglichen biologischen Aktivitit dienen. Die Spurenkomponente
2-Methyl-2-butenal (M12 = 121) konnte hierbei von besonderem Interesse sein, da diese eine

biologische Aktivitit in Zusammenhang mit der Mutter-Kind-Beziehung bei Kaninchen

aufwelist.
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Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Strukturaufkldrung und Synthese von
Signalstoffen, die Wirbeltiere zur intra- und interspezifischen Kommunikation nutzen. Die
Arbeit ist in vier Kapitel unterteilt, die jeweils mogliche Signalsubstanzen einer anderen
Wirbeltierart behandeln. Der erste Teil beschiftigt sich mit der Untersuchung fliichtiger
Substanzen im Urin weiblicher Asiatischer Elefanten (Elephas maximus), die als
Ostrusanzeigende Indikatoren eine Rolle bei der Partnerfindung spielen konnten. Es wurde
eine Methode zur Anreicherung und Isolierung eines bis dahin unbekannten Substanzclusters
im Urin der Elefanten entwickelt, der in Korrelation zum Ostruszyklus auftritt. Kenntnis der
chemischen Struktur dieser Substanzen konnte fiir das Verstdndnis des Paarungsverhaltens
hilfreich sein und die Bestimmung des Zeitpunktes der Ovulation ermdglichen, wodurch
Nachzuchten in Gefangenschaft erleichtert wiirden. Die Untersuchungen wurden mit
HS-SPME und mit gekoppelter Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS)
durchgefiihrt. Insgesamt wurden in der komplexen Mischung iiber 180 Verbindungen,
zumeist Terpene und Terpenoide, identifiziert. Die unbekannten Substanzen -eluierten
zwischen den Steroiden S5a-Androst-2-en-17-on (38), Sa-Androst-3-en-17-on (E159),
Sa-Androst-2-en-173-ol (39), Sa-Androst-3-en-173-0l (E161), Sa-Pregn-2-en-20-on (E173)
und Sa-Pregn-3-en-20-on (E174). Zunidchst wurden daher Steroidstrukturen fiir die
unbekannten Substanzen angenommen. Mittels praparativer Gaschromatographie und HPLC
konnten die unbekannten Hauptbestandteile in Mengen von weniger als 1 mg isoliert werden.
Die Strukturen erwiesen sich als oxygenierten Diterpene. Die Strukturen von 2-Hydroxy-
isopimarsdurelacton (E176), 2-Hydroxy-7,8-dihydro-abietinsdurelacton (E177), 2-Hydroxy-
dehydroabietinsdurelacton (E181) und 2-Hydroxy-abietinsdurelacton (E182) konnten mittels
NMR-Spektroskopie bewiesen werden. Zusétzlich wurde der Verbindung E175 die Struktur
von 2-Hydroxypimarsdurelacton anhand der partiellen NMR Daten und Interpretation des
Massenspektrums zugewiesen. Die Strukturen von 2-Hydroxyneoabietinsdurelacton (E184),
2-Hydroxypalustrinsdurelacton (E178) und 2-Hydroxylevopimarsdurelacton (E179) wurden
anhand Interpretation ihrer Massenspektren postuliert. Diese Substanzen werden das erste Mal
im Urin des Asiatischen Elefanten beschrieben und stellen neue bislang unbekannte
Naturstoffe dar. Nur E177 und E181 wurden als Produkte einer Synthese bereits in der

Literatur beschrieben.
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Der zweite Teil behandelt die Analyse des Interdigitaldriisensekrets des Buntbocks
(Damaliscus  pygargus  pygargus) und die  stereoselektive  Synthese  von
(6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18), dem Hauptbestandteil von ungefdhr 100 in dieser Arbeit
identifizierten fliichtigen Verbindungen im Interdigitaldriisensekret des Buntbocks. Die
stereoselektive Synthese der Verbindung wurde dahingehend optimiert, dass nicht nur
geniigend Referenzmaterial zur Bestimmung der absoluten Konfiguration erhalten wurde,
sondern auch um ausreichend Material fiir biologische Feldtests in den Halbwiisten
Stidafrikas zu gewinnen. Die absolute Konfiguration wurde mit Hilfe enantioselektiver
Gaschromatographie bestimmt. Das natiirliche Sekret enthilt einzig das (S)-Enantiomer von
18. Das dritte Kapitel beschreibt die Identifizierung fliichtiger Verbindungen, die von
plaktonfressenden Fischen abgegeben werden. Ein unbekanntes Kairomon, Fischfaktor
genannt, induziert bei Populationen von Daphnia im Siiwasser eine tagesperiodische
Vertikalwanderung. Die Untersuchungen erfolgten mit Hilfe von GC/MS nach Anreicherung
der organischen Verbindungen des Halterungswassers von Barschen mittels
Festphasenextraktion. Der Extrakt enthdlt als Hauptkomponenten Diketopiperazine und die
strukturverwandten a-Hydroxyalkyllactone 5-Hydroxy-4-decanolid (B88), 6-Hydroxy-
tetradecan-5-olid (F59) und 6-Hydroxy-tetradec-2-en-5-olid (F56). F56 wurde enantioselektiv
durch asymmetrische Dihydroxylierung (AD) nach Sharpless dargestellt. B88 und F59 wurden
bereits in einer fritheren Arbeit stereoselektiv synthetisiert. Die absolute Konfiguration der
Naturstoffe F56, B88 und F59 wurde durch enantioselektive Gaschromatographie gekoppelt
mit hochauflésender Massenspektrometrie unter Verwendung der synthetisierten Referenz-
verbindungen aufgeklart. Die Naturprobe enthielt folgende Enantiomerenzusammensetzung:
68 % (S,S) / 32 % (R,R)- B88, 88 % (S,S) / 12 % (R,R)- F59 and 90 % (S,S) / 10 % (R,R)- F56.
Das Lacton F56 ist ein neuer Naturstoff. Der vierte Teil beschreibt die Untersuchung der
fliichtigen Verbindungen im menschlichen Kolostrum und im Driisensekret der Areola,
welche moglicherweise eine Rolle bei der Mutter-Kind-Beziehung spielen. Mit Hilfe von
GC/MS und unterschiedlichen stationdren Phasen wurden diese Extrakte untersucht und
miteinander verglichen. Beide Sekrete enthielten eine komplexe Mischung von iiber 100
Verbindungen ohne erkennbare qualitative Unterschiede. Resultate fritherer Untersuchungen
menschlichen Kolostrums wurden bestétigt und mehr als 70 zusétzliche Verbindungen durch
Vergleich ihrer Massenspektren, Retentionsindices und Absicherung des Molekulargewichts
durch chemische lonisierung identifiziert. Dieser Datensatz soll als Grundlage fiir weitere
Untersuchungen zur biologischen Aktivitit einzelner Verbindungen in der Beziehung von

Neugeborenen zu ihren Miittern dienen.
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Summary

This thesis deals with structure elucidation and synthesis of possible semiochemicals that
various vertebrate species may use for intra- and interspecific communication. The study is
structured into four parts. The first part covers analytical investigations on volatile substances
in the urine of female Asian elephants (Elephas maximus), which may signalize the state of
the oestrous cycle and play a role in mate choice. Subject of the second part is the analysis of
the interdigital secretion of the bontebok (Damaliscus pygargus pygargus) and the
stereoselective synthesis of an unsaturated lactone as a main component of the secretion.
Content of the third part is the identification of volatiles released by freshwater fish and the
stereoselective synthesis of a-Hydroxyalkyllactones, with a potential kairomonal function in
the predator-prey relationship between planktivorous fish and zooplankton (Daphnia).
Finally, the thesis describes the identification of volatile compounds in human colostrum and
in secretions of areola glands that have a possible biological activity in human mother-
offspring interactions.

In the fist part of the present investigations a method for the enrichment and isolation of an
unknown substance cluster in the urine of female Asian Elephants was developed. The
occurrence of this substance cluster is linked to the oestrous cycle, and the structure
elucidation could be helpful to understand the mate choice in Asian elephants and to detect
the time of ovulation for captive breeding activities. The investigation of the compounds in
urine was carried out using HS-SPME for sample preparation followed by coupled gas
chromatography-mass spectrometry (GC/MS). A total number of more than 180 compounds
have been identified in this complex mixture, mostly terpenes and terpenoids. The unknown
substance cluster eluted at retention times between the steroids 5Sa-androst-2-en-17-one (38),
Sa-androst-3-en-17-one (E159), Sa-androst-2-en-17B3-ol (39), Sa-androst-3-en-17f3-ol (E161),
Sa-pregn-2-en-20-one (E173) and Sa-pregn-3-en-20-one (E174) which initially led to the
hypothesis that the unknowns were steroids. Approximately less than 1 mg of the main
components of the substance cluster were isolated by preparative gas chromatography and
HPLC and proved to be oxygenated diterpenes. 2-hydroxyisopimaric acid lactone (E176),
2-hydroxy-7,8-dihydroabietic acid lactone (E177), 2-hydroxydehydroabietic acid lactone
(E181) and 2-hydroxyabietic acid lactone (E182) were verified by NMR spectroscopy. In
addition, 2-hydroxypimaric acid lactone (E175) was proposed on the basis of partial NMR

data and mass spectral data.
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The structures of 2-hydroxyneoabietic acid lactone (E184), 2-hydroxypalustric acid lactone
(E178) and 2-hydroxylevopimaric acid lactone (E179) were deduced from mass spectral data.
It is the first time that these structures are reported in the urine of Asian elephants, and they
represent new natural products.

The second part of this thesis deals with the stereoselective synthesis of the lactone
(6Z)-dodec-6-en-4-olide (18), which is a major constituent among the approximately 100
identified volatiles of the Bontebok s interdigital secretion. The stereoselective synthesis was
optimized to not only obtain reference material for the determination of the absolute
configuration but also to gain enough material for field testings in the semi-deserts of South
Africa. The natural product was shown to exclusively keep (S)-configuration.

The third chapter describes the identification of volatiles released by planktivorous fish.
Unknown chemical cues called “Fischfaktor” induce a diel vertical migration (DVM) on
Daphnia populations in freshwater. The investigation of possible kairomones was carried out
by GC/MS after sample preparation with solid phase extraction (SPE) of water from perch
cultivations. The extract consists mainly of diketopiperazines and the new a-hydroxy-
alkyllactones 5-hydroxy-4-decanolide (B88), 6-hydroxytetradecan-5-olide (F59) and
6-hydroxytetradec-2-en-5-olide (F56). F56 was synthesized enantioselectively by Sharpless
asymmetric dihydroxylation (AD). B88 and F59 were already synthesized enantioselectively
in an earlier study. The absolute configuration of the natural compounds F56, B88 and F59
were elucidated using enantioselective gas chromatography coupled with high-resolution
mass spectrometry and the synthetic reference material. The natural products were found to
consist of the following enantiomeric ratios: 68 % (S,S) / 32 % (R,R)- B88, 88 % (S,S) / 12 %
(R,R)- F59 and 90 % (S,S) / 10 % (R,R)- F56. F56 is a new natural product.

Finally, volatiles of human colostrum and the secretions of areola glands (SAG) were
compared upon analysis by GC/MS on different stationary phases. Both secretions contained
a complex mixture of more than 100 compounds with no obvious qualitative differences.
Results from earlier studies of human colostrum could be confirmed and more than 70
additional volatiles were identified by comparison of mass spectral data and retention indices.
This data set serve as a base for further investigations of biologically active compounds in this

secretions and biological tests with neonates.
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Experimenteller Teil

Allgemeiner Tell

Allgemeine chromatographische Methoden:

Dunnschichtchromatographie

Fiir diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden Kieselgelfolien Typ 60 F254
(Merck) mit Fluoreszenz-Indikator verwandt. Detektion erfolgte unter UV-Licht. Die nicht
durch UV-Licht detektierbaren Substanzen wurden mit Iod oder verschiedenen Spriih- oder
Tauchreagenzien (Molybdatophosphorsdure (1 % in Ethanol) und Anisaldehyd (2 %
Anisaldehyd, 2 % Schwefelsdure, 2 % Essigsdure in Ethanol)) nach Erhitzen mittels
HeiBluftfohn sichtbar gemacht.

Niederdruck-Saulenchromatographie

Fliissigchromatographische Trennungen wurde an Kieselgel (PartikelgroBe: 32-63 pm,
PorengrdBe: 60 A) der Firmen MP Eco Chrom und ICN durchgefiihrt. Die verwendeten
Eluenten sind den Versuchsvorschriften zu entnehmen. Es wurde bei einem Uberdruck von

0.2 bis 0.5 bar gearbeitet.

HPLC
Analytische HPLC Untersuchungen wurden mit einer Merck Hitachi L-6200 Intelligent Pump
und einem L-4500 Diode Array Detector (DAD, max. Messbereich 190-800 nm)
durchgefiihrt. Fiir préparative Trennungen stand eine L-7150 Intelligent Pump sowie ein
L-4000 UV-Detektor zur Verfiigung. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlédnge von 185
nm. Folgende Siulen und Laufmittel wurden eingesetzt:

e LiChrospher® 100 RP18 endcapped (5 pm KorngroBe), Linge 250 mm, 4 mm ID,

Merck, mobile Phase Methanol / Wasser Gemische, Flussraten 1-1.5 mL/min
e Kromasil® RP18 (5 um KorngrdBe, 100A), Linge 250, 21.2 mm ID, Eka Chemicals,

mobile Phase Methanol / Wasser Gemische, Flussraten 6-12 mL/min
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Gaschromatographie (GC)

Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektion (GC-FID)

GC-FID Messungen wurden mit Hilfe eines HP6890 Gas-Chromatographen mit
Split/Splitless-Injektor der Firma Agilent durchgefiihrt. Zur Bestimmung der linearen
Retentionsindices (RI) wurde der Extrakt mit einem internen Standard aus n-Alkanen
koinjiziert und die Indices anschlieBend nach der unten abgebildeten Formel berechnet
(Cy Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkans mit der Retentionszeit t,, das vor der
unbekannten Substanz eluiert, t,+1 Retentionszeit des folgenden Alkans C,H,+1 und tg

Retentionszeit der unbekannten Substanz).

CnH2n+2 Cn+1H2n+4

tx—tn
th+1—tn

RI=100-Cn+

Folgende Kapillarsdulen wurden verwendet:

e 30m DB5 MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 pum der Firma J&W Scientific

e 60 m Optima-5 MS, ID 0.32 mm, FD 0.25 um der Firma Macherey & Nagel

e 60m DBI MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 um der Firma J&W Scientific

e 60 m CPSil 8 LowBleed/MS, ID 0.25 mm, FD 0.25 pum der Firma Varian

e 30m VF-5ms, ID 0.25 mm, FD 0.25 pm der Firma Varian

e 30 m VF-5ms mit 10 m unbelegter Vorsdule (EZ-Guard™ Retention Gap)
ID 0.25 mm, 0.25 um FD der Firma Varian

e 30 m VF-624ms, ID 0.25 mm, 1.40 um FD der Firma Varian

e 30m VF-WAXms, ID 0.25 mm, 0.25 pm FD der Firma Varian
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Praparative Gaschromatographie

Zur praparativen gaschromatographischen Trennung diente ein Gaschromatograph HP 5890
Series I GC der Firma Hewlett & Packard (Agilent) mit Split/Splitless-Injektor und
Flammenionisationsdetektor (FID). Probenaufgabe erfolgte mit einem Autoinjektor HP 7673
(Hewlett-Packard).

Folgende Megabore-Dickfilmsdule wurde zur Trennung der Diterpenlactone verwendet:

e Optima-1701 fused Silica, 30 m-Séule, (0.53 mm ID, 2 um FD) der Firma

Macherey&Nagel

Die Fraktionierungen der fliichtigen Komponenten erfolgte mit Hilfe eines Fraktionssammlers
(Preparative Fraction Collector, PFC) der Firma Gerstel mit 6 FallengefaBBen (Volumen: 1 pL)
und einer Nullfalle. Die Kiihlung der Fallen wurde mit einem Umwdélzkiihler Thermo Haake
K20 und einem Ethylenglycol/Wasser-Gemisch bei - 2 bis - 5 °C durchgefiihrt. Die isolierten
Reinsubstanzen wurden fiir NMR-Messungen direkt mit NMR-Lésungsmitteln aus den

Fallengefdflen gespiilt.

Gaschromatographie an optisch aktiven Phasen

Gaschromatographische Trennungen wurde mit einem Carlo Erba GC6000 VegaSeries 2
Gaschromatographen mit Flammenionisationsdetektor (FID) durchgefiihrt. Als Tragergas
wurde Wasserstoff bei einem konstanten Vordruck von 55kPa verwendet. Folgende optisch

aktive Trennfliissigkeiten kamen zum Einsatz:

e Hydrodex-p-6-TBDM®™ (Machery & Nagel), H-CD, 25 m, 0,25 mm ID mit folgender
Phase: [Heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-t-butyldimethylsilyl)]-B-cyclodextrin

e FS Lipodex G® (Machery & Nagel), L-CD, 25 m, 0,25 mm ID mit folgender Phase:
[Octakis-(2,3-di-O-pentyl-6-O-methyl)]-y-cyclodextrin

Im Falle des (6Z)-Dodec-6-en-4-olids ergab sich die beste Trennung der Enantiomere bei 150

°C isotherm unter Verwendung der Hydrodex-B-6-TBDM"-Phase (Das S-Enantiomer eluierte
nach 42 und das R-Enantiomer nach 45 min; oo = 45:42 = 1.072).
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Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS)

Massenspektren fliichtiger Verbindungen wurden mittels GC/MS-Kopplungen bei einer
Ionisierungsenergie von 70 eV aufgenommen. Als Trigergas diente Helium. Folgende

Geritekombinationen kamen hierbei zum Einsatz:

* Quadrupol-Massenspektrometer MD800 in Kopplung mit einem GC8060 mit Split-
Splitless-Injektor (beides Firma FISONS)

* Quadrupol-Massenspektrometer QMD 1000 in Kopplung mit einem Carlo Erba HRGC
Gaschromatograph mit Split-Splitless-Injektor (beides Firma Carlo Erba)

* VG 70-250 SE Sektorfeld-Massenspektromer der Firma VG Analytical in Kopplung mit
einem HP6890 Gaschromatograph der Firma Hewlett Packard (Agilent)
Hochaufgeloste Massenspektren wurden mit diesem Sektorfeldgerdt und Perfluorkerosen

(PFK500HR) als Referenzsystem aufgenommen.

Alle Analysen von Kolostrum und SAG erfolgten bei einer Injektortemperatur von 250 °C mit
zwei Minuten splitloser Injektion und 1.2 mL konstantem Gasfluss. Es wurden folgende

Gerdtekombinationen eingesetzt:

* Varian 320-MS Triplequadrupol-Massenspektrometer im Scan Modus m/z 29-450 mit Saule
VF-5ms, 30 m, 0.25 mm ID, 0.25 um FD + 10 m EZ Guard Retention Gap.

Ofen: 35 °C, 1 min isotherm, mit 5 °C/min auf 320 °C, 5 min isotherm, Gesamtdauer 63 min

» Varian 220-MS Ionenfallen-Massenspektrometer im EI-Scan Modus m/z 35-399 und CI-
Scan Modus m/z 55-399 unter Nutzung von Methanol als CI-Reaktandgas mit
VF-624ms, 30 m, 0.25 mm ID, 1.40 pm FD.

Ofen: 40 °C, 1 min isotherm, mit 5 °C/min auf 300 °C, 5 min isotherm, Gesamtdauer 58 min

* Varian 240-MS Ionenfallen-Massenspektrometer im internen EI-Scan Modus m/z 29-399
und CI-Scan Modus m/z 50-450 unter Nutzung von Methanol als CI-Reaktandgas mit
VF-WAXms, 30 m, 0.25 mm ID, 0.25 pm FD.

Ofen: 35 °C, 1 min isotherm, mit 5 °C/min auf 240 °C, 15 min isotherm, Gesamtdauer 57 min
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In den Massenspektren wird das Masse-Ladungsverhéltnis (m/z) mit der relativen Intensitit
(in Klammern dahinter) bezogen auf das stérkste Signal (Basispeak) angegeben. Alle Peaks,
die eine geringere Intensitét als 2 % (bezogen auf den Basispeak) besitzen, wurden nur in
Ausnahmefillen beriicksichtigt.

Strukturvorschldge wurden durch Interpretation der Massenspektren und Vergleich mit
Bibliotheksspektren unter Nutzung der Programme Mass-Lib**’) bezichungsweise NIST MS
Search Program v2.0°®' fiir die Analytik des Kolostrums und der SAG erstellt.

APCI-Massenspektrometrie; LC/MS

Zur Aufnahme der APCI-Massenspektren von Losungen diente die Sektorfeldgerit-
Ionenfallenkopplung MAT 95 XL der Firma ThermoQuest. Die lonisation erfolgte durch
chemische Ionisation unter Atmosphirendruck (APCI) im Negativ- oder Positiv-Modus. Die
Zufiihrung des Analyten in Ldsung erfolgte durch eine Spritzenpumpe mit Flussraten
zwischen 10 und 25 mL/min. Als Losungsmittel dienten Methanol/Wasser-Gemische. Die
Hochauflosung der Molekiilionen erfolgte bei einer Auflosung von > 5000 mittels PEG300

als Referenzstandard.
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Spektroskopie:

NMR-Spektroskopie

Mit Hilfe der Gerite AMX-400 (400 MHz fiir 'H; 101 MHz fiir °C), DRX500 (500 MHz fiir
'H; 126 MHz fiir *C) und Avance 700 (mit Cryo-Probenkopf) (700 MHz fiir 'H, und
176 MHz fiir °C) wurden die NMR-Spektren aufgenommen.

Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur (300 K). Die chemische Verschiebung & wird
im ppm angegeben. Als interner Standard wurde Tetramethylsilan verwendet (TMS,
6 = 0 ppm). In Ausnahmefillen wurde kein TMS verwendet und das Spektrum auf die
chemische Verschiebung des betreffenden Losungsmittel kalibriert (CHCl; in CDCls:
0 =7.26 ppm, CDHCI, in CD,Cl,: 6 = 5.32 ppm, C¢DsH in C¢Dg: 6 = 7.16 ppm, C,DsHCO in
C,D6O 6 =2.05 ppm und CD3;OH in CD;0D: 6 = 3.31 ppm).

Die "*C-Signale wurden iiber PENDANT-Experimente zugeordnet. Die zweidimensionalen
NMR-Experimente (‘H,'H-COSY, HMQC bzw. HSQC, HMBC und NOESY) wurden mit
Hilfe der NMR-Spektrometer DRX500 und Avance 700 durchgefiihrt.

Es wurden folgende Pulsprogramme verwendet:

zg30 (‘"H - NMR)

zgbg90, dept45, pendant.amx (°C - NMR)
inviedetgs (HMQC)

cosy90 (HH - COSY)

hxcobicp (CH - COSY)

inv4gslplrnd (HMBC)

noesygptp (NOESY)

Drehwertbestimmung

Die Drehwerte optisch aktiver Substanzen wurden mit dem Polarimeter 341 (Firma Perkin-

Elmer) in 10 cm Kiivetten bei einer Wellenldnge von 589 nm bestimmt.
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Probenvorbereitung und Derivatisierungen

Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE)

Hierbei kamen 6 mL Bakerbond SPE Sidulen Octyl C8 und Octadecyl C18 mit 500 mg
Adsorbens zum Einsatz (Firma J. T. Baker). Als Losungsmittel gelangten nur hochreine
Losungsmittel zum Einsatz (HPLC grade).

Nach vorheriger Konditionierung mit 5 mL Methanol und 10 mL Wasser wurden 20 mL
zentrifugierter Urin iiber die Sdule gegeben (a). Die SPE-Kartusche wurde mit 5 mL Wasser
und 5 mL 20%igem Methanol gewaschen und dann die Zielfraktion mit 5 mL 100 %igem
Methanol eluiert (b). Kontrolle der einzelnen Eluate durch HS-SPME ergab die Anwesenheit
der Zielanalyten ausschlieBlich in den 100%igen Methanoleluaten. Die Fraktionen der
Methanoleluate wurden im Stickstoffstrom eingeengt und im Vakuum bei 15-20 mTorr
getrocknet (c). Durch Extraktion des festen Riickstands mit Pentan und Ethylacetat im

Ultraschallbad wurde die mit Zielanalyten angereicherte Fraktion gewonnen (d).

SPE Eluieren Zur Trockene Extraktion mit
C-18 MeOH einengen Ultraschall
0
09

Abbildung 130: Anreicherung der Zielsubstanzen mittels SPE
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Derivatisierungsreaktionen

Alle Derivatisierungsreaktionen wurden mit sehr geringen, nicht bestimmbaren Mengen
durchgefiihrt. Dazu wurde der durch Festphasenextraktion (SPE) erhaltene Extrakt zunéchst
im Stickstoffgegenstrom eingeengt, darauffolgend unter Hochvakuum getrocknet und fiir die
Derivatisierung eingesetzt. Dieser besal ein Trockengewicht von 5-8 mg. Anhand der
Signalintensititen der im Anschluss durchgefiihrten Analysen (GC-FID, GC/MS) lassen sich
die AnsatzgroBen auf wenige Mikrogramm schétzen. Alle Reagenzien wurden daher in nicht-

stochiometrischen Mengen eingesetzt.

Silylierung

Ein SPE-Extrakt wurde mit 100 pL N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA /
lodtrimethylsilan (Kat.) 1000: 2; Fluka) versetzt und nach einer Reaktionsdauer von 60
Minuten bei 55 °C vorsichtig im Wasserbad vollstindig eingeengt. Der Riickstand wurde fiir

weitere analytische Zwecke in Dichlormethan aufgenommen.

Trifluoracetylierung

Ein SPE-Extrakt wurde mit einer Spatelspitze Dimethylaminopyridin und 100 pL
Trifluoressigsdureanhydrid (Fluka) versetzt. Nach einer Reaktionsdauer von 60 Minuten bei
60 °C wurde der Ansatz im Wasserbad vollstindig eingeengt. Der Riickstand wird fiir weitere

analytische Zwecke in Dichlormethan aufgenommen.

Acetylierung

Ein SPE-Extrakt wurde mit 100 pL abs. Pyridin und 100 puL Essigsdureanhydrid versetzt und
eine Stunde lang auf 60 °C erhitzt. AnschlieBend wurden zur Neutralisation
Natriumhydrogencarbonat und etwas Wasser gegeben. Die wéssrige Phase wird mit
Dichlormethan extrahiert, die organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet und fiir

weitere Analysen eingeengt.
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Methylierung

Darstellung von N-Methyl-N-nitrosoharnstoff ****%;

Zur Darstellung von N-Methyl-N-nitrosoharnstoff wurden 20.1 g (0.3 mol) Methylamin-
hydrochlorid und 60 g (1 mol) Harnstoff in 150 mL Wasser gelost und 3 Stunden unter
Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wurden 22.1 g (0.32 mol) Natriumnitrit hinzugegeben und
auf - 10 °C gekiihlt. Die erkaltete Reaktionslosung wurde auf ein Gemisch aus 600 g Eis /
100 g konz. Schwefelsdure gegossen. Dabei fiel das Produkt als weil-gelber Niederschlag

aus, der abgesaugt und aus Methanol umkristallisiert wurde.
Darstellung von Diazomethan

In einer kommerziell fiir die Darstellung von Diazomethan erhéltlichen schlifffreien
Apparatur (MNNG: diazomethane-generation apparatus, Aldrich) wurden einige
Spatelspitzen N-Methyl-N-nitrosoharnstoff mit wenigen Tropfen 40%iger Kaliumhydroxid-
Losung versetzt. Das als gelbes Gas gewonnene Diazomethan wurde bis zum Stillstand der
Gasentwicklung in n-Pentan (SupraSolv®) als Losungsmittelvorlage unter Kiihlung
einkondensiert. Einige Tropfen dieser Losung wurden anschliefend zu einen SPE-Extrakt
gegeben, nach Abreagieren des Diazomethans wurde erneut vollstindig eingeengt, in
Dichlormethan (SupraSolv®) aufgenommen und gaschromatographisch-

massenspektrometrisch untersucht.
Hydrierung
Die Hydrierungen der SPE-Extrakte erfolgte unter Riithren im Autoklaven in hochreinem

Losungsmittel (Methanol) bei 5-50 bar Wasserstoffdruck in Gegenwart geringer Mengen
eines Katalysators (Pd/C - Palladium auf Aktivkohle; Platin auf Aktivkohle).
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Enzymatische Hydrolyse

Glucuronidase

Zu einem SPE-Extrakt wurden 7.5 mg [B-Glucuronidase aus Helix Pomatia Typ H-1
(> 300,000 units/g; Sigma) und 10 mL 0.5 M Nariumacetatpuffer (Merck) gegeben und 24 h
bei 55 °C thermostatisiert.

Nach analogem Vorgehen kam ebenso f-Glucuronidase aus Escherichia coli Type VIII-A
(5.000000-20.000000 units/g protein, Sigma) zum Einsatz.

Sulfatase

Zu einem SPE-Extrakt wurden 200 uL Sulfatase aus Helix Pomatia H-2 (>2,000 units / mL,
Sigma) und 5 mL 0.5 M Nariumacetatpuffer (Merck) gegeben und iiber Nacht bei 55 °C
thermostatisiert.

Aufarbeitung

Variante 1: Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden die enzymatischen Hydrolyseansatze
mit festem Kaliumcarbonat auf pH 10-11 eingestellt und dreimal mit 20 mL Dichlormethan
extrahiert.

Variante 2: Der wéssrige Ansatz der enzymatischen Hydrolyse wurde einer

Festphasenextraktion nach obigem Muster unterworfen, der methanolische Extrakt im

Stickstoffstrom eingeengt und der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen.
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Festphasenmikroextraktion (SPME) aus der Gasphase

Die qualitativen Analysen durch HS-SPME-Experimente wurden manuell mit dem
entsprechenden Faserhalter durchgefiihrt. Dazu wurden 20 mL Headspace Probengldser mit
3-5 mL Urin befiillt, die wissrige Phase mit 3.0 g festem Kochsalz gesittigt und in einem
Sandbad unter Kontrolle eines Kontaktthermometers temperiert. Die Faser wurde nach
Erreichen der Zieltemperatur durch das Septum eingestochen und im Gasraum iiber der
Fliissigkeit mindestens 30 min lang exponiert. AnschlieBende Desorption der Analyten
erfolgte im heiBen Injektor des Gaschromatographen bei 250 °C unter splitlosen

Bedingungen. Folgende kommerziell verfiigbare Fasern von Supelco®** wurden erprobt:

e Polydimethylsiloxan 100 um Filmdicke (Supelco Kodierung: rot)
e Carboxen Polydimethylsiloxan 75 pm Filmdicke (Supelco Kodierung: schwarz)

e Polyacrylat 85 pm Filmdicke (Supelco Kodierung: weil3)

Letztere zeigte die beste Affinitét fiir die Targetanalyten.

Reaktionen mit hydrolyse- / luftempfindlichen Substanzen

Reaktionen, die wasser- und sauerstofffreie Bedingungen erforderten, wurden unter

Stickstoff- oder Argonatmosphdre mit wasserfreien Losungsmitteln durchgefiihrt.

Chemikalien, Reagenzien und Lésungsmittel

Die fiir Synthesen eingesetzten Chemikalien wurden von den Firmen Acros, Aldrich,
Bachem, Fluka, ICN, Lancaster und Merck bezogen und wenn nicht anders angegeben, ohne
vorherige  Reinigung fiir die Synthesen verwendet. Fir die  hochdruck-
fliissigchromatographischen Methoden (HPLC) wurden Ldsungsmittel der Firma Merck in
den Reinheitsgraden SupraSolv® bzw. LichroSolv® und Acros (HPLC-Grade) verwendet.
Wasserfreie Losungsmittel wurden ebenfalls bei den Firmen Acros, Aldrich, Fluka, und

Merck bezogen oder nach den gingigen Vorschriften absolutiert.
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Spezieller Teil - Asiatischer Elefant

NMR-Daten der identifizierten 2-Hydroxyharzséurelactone

Partielle NMR Daten von Hydroxypimarsiurelacton (E175)

"H-NMR [700 MHz, Benzol-d¢] 8[ppm]: 0.57(s, 3H, CHs), 1.00 (s, 3H, CHs), 1.06 (d, 3H,
CHs), 1.49 (d?, J; = 5.5 Hz), 1.68 (dd, J, = 12 Hz, J; = 3.2 Hz), 1.81 (d, J, = 12 Hz), 2.0
(ddd, J, = 14.6 Hz, J, = 4.6 Hz, J; = 1.9 Hz), 4.11 (dd, 1H, %] = 5.7 Hz, ] = 5.7 Hz, C2-CHO),
4.98 (dd, 1H, ®J = 10.7 Hz (2), ?T = 1.3 Hz (gem), C16-CH, (E)), 5.01 (dd, 1H, ®J = 17.4 Hz
(E), 21 = 1.3 Hz (gem), C16-CH, (Z)), 5.24 (m, 1H, C7-CH), 5.79 (dd, 1H, %J = 10.7 Hz (2),
3J=17.4 Hz (E), C15-CH)

3C-NMR [101 MHz, Benzol-dg] 8[ppm]: 21, 22.46, 26, 35.2, 36.3, 47.6, 75, 110, 130, 150,
182.7

2-Hydroxyisopimarsiurelacton (E176)

"H-NMR [700 MHz, Aceton-dg] [ppm]: 0.87 (s, 3H, C17-CHs), 1.13 (s, 3H, C19-CH3), 1.18
(s, 3H, C20-CH;), 1.41 (m, 1H, C12-CH,,), 1.45 (m, 1H, C11-CH,), 1.48 (m, 1H,
C12-CHyp), 1.58 (m, 1H, C11-CHap), 1.75 (dd, 1H, ®J = 4.4 Hz, *J = 12.3 Hz, C5-CH), 1.79
(d, 1H, J = 15.6 Hz, C1-CHa,), 1.84 (m, 1H, C9-CH), 1.84 (ddd, 1H,%J = 1.4 Hz, °J = 5.6 Hz,
J = 12.4 Hz, C3-CHa,), 1.93 (dd, 1H, C14-CH,,), 2.01 (m, 1H, C14-CHa), 2.01 (m, 1H,
C6-CHa,), 2.09 (m, 1H, C6-CHa), 2.13 (dd, 1H, %J = 5.9 Hz, J = 15.6 Hz, C1-CHay), 2.64
(d, 1H,J = 12.4 Hz, C3-CHy), 4.73 (dd, 1H, %] = 5.6 Hz, 3] = 5.9 Hz, C2-CH), 4.85 (dd, 1H,
%) =10.8 Hz (Z), ] = 1.4 Hz (gem), C16-CH, (E)), 4.94 (dd, 2H, *J = 17.5 Hz (E), 2J = 1.4 Hz
(gem), C16-CH, (2)), 5.44 (m, 1H, C7-CH), 5.81 (dd, 1H, %) = 10.8 Hz (2), ] = 17.5 Hz (E),
C15-CH)

3C-NMR [101 MHz, Aceton-dg] S[ppm]: 16.98 (g, C-19), 20.68 (t, C-11), 21.89 (q, C-17),
21.92 (q, C-20), 26.14 (t, C-6), 35.05 (s, C-10), 36.32 (t, C-3), 36.40 (t, C-12), 37.73
(s, C-13), 41.85 (s, C-4), 43.39 (t, C-1), 45.23 (d, C-5), 46.34 (t, C-14), 54.72 (d, C-9), 76.20
(d, C-2), 109.88 (t, C-16), 123.37 (d, C-7), 137.54 (s, C-8), 150.87 (d, C-15), 182.71 (s, C-18)
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2-Hydroxy-7,8-dihydroabietinsiaurelacton (E177)

"H-NMR [700 MHz, Aceton-dg] 8[ppm]: 0.54 (m, 1H, C9-CH), 0.57 (s, 3H, C20-CHs), 0.76
(m, 1H, C7-CHa,), 0.92 (m, 1H, C11-CHa,), 1.01 (m, 1H, C6-CHa,), 1.02 (s, 3H, C19-CHs),
1.03 (d, 6H, °J = 6.8 Hz, C16-CHs, C17-CH;), 1.23 (dd, 1H, °J = 12.0 Hz, °J = 5.3 Hz,
C3-CHa,), 1.35 (m, 1H, C11-CHa), 1.38 (dd, 2H, %J = 11.6 Hz, %] = 5.4 Hz, C1-CH,), 1.50
(m, 1H, C6-CHa), 1.51 (m, 1H, C7-CHap), 1.61 (dd, 1H, J = 2.7 Hz, ®J = 12.9 Hz, C5-CH),
1.68 (m, 1H, C8-CH), 1.83 (m, 2H, 2J = 11.6 Hz, ] = 5.4 Hz, C12-CH), 1.93 (d, 1H,
2J = 12.2 Hz, C3-CHyp), 2.12 (septett, 1H, ] = 6.8 Hz, C15-CH), 4.14 (dd, 1H, ] = 5.6 Hz,
%) =5.3 Hz, C2-CH), 5.10 (s, 1H, C14-CH)

13C-NMR [101 MHz, Aceton-d¢] 5[ppm]: 16.79 (q, C-19), 20.69 (q, C-20), 21.57 (q, C-17),
22.07 (g, C-16), 22.53 (t, C-11), 24.03 (t, C-6), 27.05 (t, C-12), 33.99 (t, C-7), 35.09
(d, C-15), 35.34 (d, C-8), 36.72 (t, C-3), 35.90 (s, C-10), 41.17 (s, C-4), 42.95 (t, C-1), 48.82
(d, C-5), 53.72 (d, C-9), 74.88 (d, C-2), 123.94 (d, C-14), 142.23 (s, C-13), 181.39 (s, C-18)

2-Hydroxydehydroabietinsiurelacton (E181)

"H-NMR [500 MHz, Benzol-dg] 8[ppm]: 0.89 (s, 3H, C20-CH3), 1.07 (s, 3H, C19-CH3), 1.22
(d, 6H, %] = 6.94 Hz,C16-CHs, C17-CHs), 1.25 (dd, 1H, 2J = 12.3 Hz, *J = 5.1 Hz, C3-CH>,),
1.42 (m, 1H, C6-CHy,), 1.63 (m, 1H, C6-CH,p), 1.82 (dd, 1H, °J = 15.4 Hz, °J = 6.0 Hz,
C1-CH,a), 2.01 (d, 1H, % = 12.3 Hz, C3-CHap), 2.09 (dd, 1H, *J = 3.6 Hz, ] = 13.6 Hz,
C5-CH), 2.18 (d, 1H, °J = 15.4 Hz, C1-CHa), 2.49 (m, 1H, C7-CHa,), 2.57 (m, 1H, C7-CHa),
2.74 septett, 1H, °J = 6.94 Hz, C15-CH), 4.21 (dd, 1H, *J = 5.1 Hz, *J = 6.0 Hz, C2-CH), 6.79
(d, 1H, *J = 7.9 Hz, C11-CH), 6.80 (s, 1H, C14-CH), 6.94 (d, 1H, %] = 7.9 Hz, C12-CH)

3C-NMR [101 MHz, Benzol-d¢] S[ppm]: 17.25 (q, C-19), 20.39 (t, C-6), 24.34 (g, C-16,
C-17), 28.65 (t, C-7), 30.59 (q, C-20), 34.10 (d, C-15), 36.01 (t, C-3), 36.05 (s, C-10), 41.38
(s, C-4), 41.57 (t, C-1), 42.87 (d, C-5), 74.68 (d, C-2), 123.42 (d, C-11), 123.98 (d, C-12),

127.53 (d, C-14), 133.78 (s, C-8), 146.22 (s, C-13), 148.07 (s, C-9), 181.14 (s, C-18)
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2-Hydroxyabietinsiurelacton (E182)

"H-NMR [700 MHz, Aceton-dg] S[ppm]: 0.66 (s, 3H, C20-CHs), 1.01 (d, 6H, °J = 6.8 Hz,
C16-CH;, C17-CHs), 1.02 (s, 3H, C19-CHs), 1.05 (m, 1H, C11-CH,,), 1.21 (ddd, 1H,
J=1Hz % =123 Hz, °J] = 5.4 Hz, C3-CHa,), 1.34 (m, 1H, C11-CHa), 1.41 (dd, 1H,
2J = 15.1 Hz, ®J = 5.7 Hz, C1-CH,,), 1.51 (d, 1H, 2J = 15.1 Hz, C1-CHa), 1.53 (m, 1H,
C9-CH), 1.72 (m, 1H, C6-CHa,), 1.86 (m, 2H, C12-CH), 1.90 (d, 1H, 2J = 12.3 Hz, C3-CHay),
1.96 (m, 1H, C6-CHap), 1.97 (m, 1H, C5-CH), 2.16 (septett, 1H, %J = 6.8 Hz, C15-CH), 4.15
(dd, 1H, % = 5.4 Hz, %] = 5.7 Hz, C2-CH), 5.28 (m, 1H, C7-CH), 5.85 (s, 1H, C14-CH)

BC.NMR [101 MHz, Aceton-dg] d[ppm]: 16.88 (q, C-19), 20.18 (q, C-20), 21.05 (q, C-17),
21.67 (q, C-16), 22.71 (t, C-11), 26.13 (t, C-6), 27.16 (t, C-12), 33.88 (s, C-10), 35.39
(d, C-15), 35.75 (t, C-3), 41.13 (s, C-4), 42.11 (t, C-1), 43.69 (d, C-5), 52.16 (d, C-9), 74.90
(d, C-2), 122.11 (d, C-7), 123.12 (d, C-14), 136.55 (s, C-8), 145.02 (s, C-13), 181.50 (s, C-18)
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Synthesen

Darstellung von Abietinsauremethylester (66) mit Oxalylchlorid und Methanol

Unter Argonstrom wurde 2.98 g (7.5 mmol) Abietinsdure (46) in 50 mL Dichlormethan gelost
und auf 0 °C gekiihlt. Es wurden 1.3 mL (7.2 mmol) Oxalylchlorid iiber einen Zeitraum von
zehn Minuten hinzugetropft, und die Losung verférbte sich unter Gasentwicklung braun. Die
Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur 2 h lang geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
Vakuum abgezogen und das Rohprodukt ohne weitere Aufreinigung weiter eingesetzt. Unter
Argon und bei 0 °C wurde zu 4.8 mL (118.4 mmol) absolutem Methanol in 20 mL absolutem
Pyridin das Saurechlorid in 20 mL Dichlormethan getropft. Die Suspension wurde nach 2.5 h
auf Raumtemperatur erwidrmt und 17 h lang geriihrt. Nach Zugabe von 100 mL Petrolether
und 100 mL Wasser wurde die organische Phase abgetrennt, die wissrige dreimal mit jeweils
20 mL Petrolether extrahiert und die organische Phase jeweils zweimal mit je 60 mL
gesittigter Natriumhydrogencarbonat- und gesittigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
Losung wurde liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Das Produkt wurde sidulenchromatographisch an Kieselgel (Ry = 0.45, Laufmittel: Petrolether
/Ethylacetat 20:1) gereinigt. Es wurde ein briaunliches Ol erhalten. Die Ausbeute betrug 0.71 g

(2.2 mmol, 30 %) an einem Gemisch von Diterpenséduremethylestern.

Darstellung von Abietinsduremethylester (66) mit Dimethylsulfat

Eine Losung aus 3.00 g (7.5 mmol) Abietinsdure (46) und 0.48 g (20.0 mmol)
Lithiumhydroxid in 12 mL Dimethylformamid wurde 4 h lang bei Raumtemperatur geriihrt
und anschlieBend auf 0 °C abgekiihlt. Es wurden 2.8 mL (29.5 mmol) Dimethylsulfat
zugetropft und die Losung weitere 15 min geriihrt. AnschlieBend wurden 25 mL Wasser
hinzugegeben, viermal mit jeweils 50 mL n-Hexan extrahiert, die organische Phase mit
insgesamt 150 mL 5 %iger Salzsdure und 100 mL 10 %iger Natriumhydrogencarbonat-
Losung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (RF = 0.49,
Laufmittel: Petrolether / Ethylacetat 20/1) gereinigt. Es wurde ein briunliches Ol mit einer

Ausbeute von 0.77 g (2.5 mmol, 34 %) als Gemisch von Diterpenséduremethylestern erhalten.

206



Disproportionierung von Abietinsiuremethylester (66)

Die jeweiligen Ansidtze wurden gaschromatographisch-massenspektrometrisch untersucht,
Strukturvorschldge anhand von Bibliotheksabgleich erstellt und die Rohprodukte zur
Methodenentwicklung in der HPLC genutzt.

Ansatz: Pd/C

100 mg (0.31 mmol) 66 wurden in 5 mL Benzol geldst. Nach Zugabe von 20 mg Pd/C wurde
die Losung 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde der Katalysator
abfiltriert und das Losemittel im Stickstoff-Gegenstrom verdampft.

Die Gaschromatographische Auswertung zeigte, dass kein gewiinschtes reduziertes oder
disproportioniertes Produkt detektiert werden konnte. Es fand lediglich partielle Oxidation

von 66 zum Dehydroabietinsduremethylester (67) statt.

Ansatz: Pd/C unter Riickfluf

100 mg (0.31 mmol) 66 wurden in 5 mL Benzol geldst. Nach Zugabe von 20 mg Pd/C wurde
die Losung 3 Tage unter Riickfluss geriihrt, anschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert und
das Losemittel im Stickstoff-Gegenstrom verdampft.

Die Gaschromatographische Auswertung zeigte, dass auch hier kein gewiinschtes reduziertes
oder disproportioniertes Produkt detektiert werden konnte. Wiederum fand lediglich partielle

Oxidation von 66 zum Dehydroabietinsduremethylester (67) statt.

Ansatz: Pd(OH),/C

97 mg (0.31 mmol) 66 wurden in 5 mL Ethanol geldst. Nach Zugabe von 28 mg Pd(OH),/C
wurde die Losung zwei Tage unter Riickfluss geriihrt, anschlieend wurde der Katalysator
abfiltriert und das Losemittel im Stickstoff-Gegenstrom verdampft.

Die gaschromatographische Auswertung zeigte, dass auch hier kein gewiinschtes reduziertes
oder disproportioniertes Produkt von 66 detektiert werden konnte. Neben dem
Oxidationsprodukt Dehydroabietinséduremethylester (67), konnten ein vollstindig geséttigter
Isopimarsduremethylester (68) und ein Isopimarensduremethylester detektiert werden. Dies

bestitigt die prinzipielle Durchfiihrbarkeit der Reaktion.
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Ansatz: Pd(OH),/C und Cyclohexen,

100 mg (0.31 mmol) 66 wurden in 5 mL Ethanol geldst. Nach Zugabe von 31 mg Pd(OH),/C
und 1.19 g Cyclohexen wurde die Losung einen Tag unter Riickfluss geriihrt, anschlieBend
wurde der Katalysator abfiltriert und das Losemittel im Stickstoff-Gegenstrom verdampft.
Das Gaschromatogramm ergab neben Dehydroabietinsduremethylester (67) und sehr geringen
Eduktresten zwei Isopimarensduremethylester sowie 8(14)-Abietensduremethylester (70) und

7,8-Dihydroabietinséduremethylester (69) als Hauptprodukte.

Ansatz: Pd(OH),/C und 1,3-Cyclohexadien

101 mg (0.32 mmol) 66 wurden in 5 mL Ethanol gelost. Nach Zugabe von 25 mg Pd(OH),/C
und 1.21 g 1,3-Cyclohexadien wurde die Losung einen Tag unter Riickfluss gerihrt,
anschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert und das Losemittel im Stickstoff-Gegenstrom
verdampft.

Das Gaschromatogramm ergab neben Dehydroabietinsduremethylester (67) und nicht
umgesetztem Edukt (66) ebenfalls zwei Isopimarenséduremethylester sowie als Hauptprodukte

8(14)-Abietensdauremethylester (70) und 7,8-Dihydroabietinsduremethylester (69).
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Massenspektrometrische Daten der Disproportionierungsprodukte:

8(14)-Abietaensiduremethylester (70):

MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (7), 41 (51), 43 (65), 53 (12), 55 (45), 56 (3), 57 (5), 59 (21), 65
(7), 67 (23), 69 (21), 73 (5), 77 (19), 78 (3), 79 (41), 80 (8), 81 (22), 82 (10), 83 (5), 91 (40),
92 (6), 93 (29), 94 (16), 95 (17), 96 (3), 97 (4), 101 (5), 103 (4), 105 (36), 106 (5), 107 (100),
108 (15), 109 (27), 110 (2), 115 (7), 116 (3), 117 (10), 118 (4), 119 (12), 120 (4), 121 (38),
122 (4), 123 (4), 125 (2), 128 (5), 129 (5), 130 (3), 131 (9), 132 (3), 133 (9), 134 (4), 135
(17), 136 (5), 141 (2), 143 (3), 145 (9), 146 (2), 147 (6), 149 (5), 150 (26), 151 (3), 159 (8),
161 (3), 163 (2), 173 (4), 174 (2), 187 (12), 188 (2), 189 (3), 201 (4), 215 (6), 243 (32), 244
(5), 258 (20), 259 (13), 260 (2), 271 (3), 303 (9), 318 (4)

7,8-Dihydroabietinsiuremethylester (69):

MS (EI, 70 eV) [m/z]:39 (9), 41 (71), 43 (100), 44 (2), 52 (2), 53 (10), 54 (7), 55 (33), 56 (5),
57 (5), 59 (34), 65 (7), 66 (3), 67 (20), 69 (24), 73 (4), 76 (3), 77 (18), 79 (36), 80 (10), 81
(24), 82 (4), 83 (4), 91 (49), 92 (11), 93 (22), 94 (8), 95 (16), 96 (3), 101 (4), 103 (4), 104 (3),
105 (29), 106 (11), 107 (22), 108 (4), 109 (11), 114 (2), 115 (5), 116 (4), 117 (11), 118 (3),
119 (10), 121 (44), 122 (4), 123 (5), 127 (2), 128 (6), 129 (7), 130 (3), 131 (11), 132 (3), 133
(12), 134 (7), 135 (14), 136 (6), 141 (2), 142 (2), 143 (4), 144 (2), 145 (9), 146 (3), 147 (6),
148 (2), 149 (5), 150 (5), 157 (2), 158 (3), 159 (6), 160 (2), 161 (3), 173 (3), 177 (4), 181 (3),
187 (16), 188 (3), 189 (3), 201 (3), 215 (12), 243 (52), 244 (8), 258 (9), 259 (10), 271 (5), 275
(3), 303 (11), 304 (2), 318 (5)
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Spezieller Teil - Buntbock

1-Iod-1-heptin (80)

Zu 11.3 g (118 mmol) 1-Heptin (75) wurden in einem Dreihalskolben unter Argonatmosphére
langsam bei 60 °C 100 mL (160 mmol) 1.6 M n-BuLi in n-Hexan getropft. Nach 60 min
wurde auf -78 °C abgekiihlt und 33.0 g (130 mmol) Iod in 600 mL abs. Diethylether langsam
zugetropft. Die Losung wurde 3 Stunden lang zwischen -60 und -80 °C geriihrt und dann auf
Raumtemperatur erwdrmt. Die Reaktionsmischung wurde einmal mit 100 mL gesattigter
Natriumdisulfit-Losung sowie zweimal mit 100 mL Wasser gewaschen und iiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Einengen im Vakuum wurde das Rohprodukt bei
60 °C und 7 Torr destilliert. Es wurden 21.7 g (97.7 mmol, 83 %) einer farblosen Fliissigkeit
als Produkt 80 erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.90 (t, 3H, ®J = 7.0 Hz, H-7), 1.25-1.40 (m, 4H, H-5,
H-6), 1.51 (q, 2H, *J = 7.1 Hz, H-4), 2.35 (t, 2H, ®J = 7.1 Hz, H-3)

BC.NMR [101 MHz, CDCls] 8[ppm]: -7.61 (s, C-1), 14.08 (g, C-7), 20.94 (t, C-3), 22.30
(t, C-5), 28.35 (t, C-4), 31.09 (t, C-6), 94.98 (s, C-2)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 37 (15), 38 (35), 39 (88), 41 (100), 42 (13), 43 (10), 49 (3), 50 (21), 51
(26), 52 (14), 53 (26), 55 (65), 56 (5), 57 (6), 62 (4), 63 (6), 64 (2), 65 (14), 66 (23), 67 (69),
68 (4), 77 (9), 79 (10), 80 (7), 91 (5), 93 (9), 95 (48), 96 (3), 127 (19), 164 (2), 165 (19), 166
(5), 180 (2), 222 (6)
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(1Z)-1-Heptenyliodid (81)

Unter Argonatmosphdre wurden 16.6 mL (166 mmol) Boran-Dimethylsulfid-Komplex in
einem Dreihalskolben in 200 mL abs. Diethylether vorgelegt. Unter Eiskiihlung und Riihren
wurden 33.5 mL (332 mmol) Cyclohexen innerhalb von 30 min zugetropft. Es entstand eine
weille Suspension. Nach Entfernung des Eisbads wurde weitere 2 Stunden bei
Zimmertemperatur geriihrt. Danach wurden unter Eiskiihlung 37.0 g (166 mmol) 1-lod-1-
heptin (80) langsam zugetropft. Die Losung wurde 1 h bei 0 °C und weitere 2 h bei 20 °C
geriihrt. Darauthin wurden unter erneuter Eiskiihlung 85 mL Eisessig innerhalb von 20 min
zugetropft und bei 20 °C weitere 90 min geriihrt. Es wurden 180 mL Diethylether zugegeben
und die organische Phase abgetrennt. Diese wurde dreimal mit je 50 mL geséttigter
Natriumchlorid-Lésung und einmal mit gesittigter Natriumdisulfit-Losung gewaschen und
nach dem Trocknen liber Magnesiumsulfat im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wurde bei
65 ° C und 6 Torr destilliert. Es wurden 30.8 g (138 mmol, 83 %) einer farblosen Fliissigkeit
als Produkt 81 erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 0.90 (t, 3H, %] = 6.9 Hz, H-7), 1.28-1.37 (m, 4H, H-5,
H-6), 1.44 (quin, 2H, °J = 6.9 Hz, H-4), 2.10-2.17 (m, 2H, H-3), 6.16-6.20 (m, 2H, H-1, H-2)

BC-NMR [101 MHz, CDCL3] 3[ppm]: 14.21 (q, C-7), 22.75 (t, C-5), 27.93 (t, C-4), 31.60
(t, C-6), 34.97 (t, C-3), 82.79 (d, C-1), 142.33 (d, C-2)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (34), 40 (7), 41 (43), 42 (8), 43 (9), 50 (2), 51 (4), 52 (2), 53 (10),

55 (100), 56 (7), 57 (12), 65 (2), 67 (5), 69 (8), 70 (6), 97 (13), 127 (4), 154 (24), 167 (12),
168 (5), 183 (2), 224 (31), 225 (2)
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Synthese von racemischen (6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

2-(Pent-4’-en-1’-yloxy)-tetrahydropyran (73)

Zu 11.5 g (134 mmol) 4-Penten-1-o0l (72) wurden bei 0 °C in 100 mL abs. Dichlormethan ca.
200 mg p-Toluolsulfonsdure gegeben. Unter Rithren wurden langsam innerhalb von 60 min
13.5 g (160 mmol) Dihydropyran in 50 mL Dichlormethan zugetropft. Die Losung wurde bei
0 °C weitere 5 h lang geriihrt. Nach Zugabe einiger Spatel Natriumhydrogencarbonat, gefolgt
von 100 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonat Losung, wurde die organische Phase
abgetrennt und die wissrige Phase zweimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis 15:1 gereinigt. Es wurden
23.1 g (132 mmol, 99 %) farbloses Ol als Produkt 73 erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 5[ppm]: 1.48-1.64 (m, 4H, H-3a, H-4a, H-5), 1.65-1.76 (m, 3H,
H-2, H-3b), 1.78-1.90 (m, 1H, H-4b), 2.09-2.19 (m, 2H, H-3"), 3.39 (dt, 1H, 2 = 9.7 Hz,
%] = 6.6 Hz, H-1"a), 3.46-3.53 (m, 1H, H-6a), 3.75 (dt, 1H, °J = 9.7 Hz, 3J = 6.7 Hz, H-1°b),
3.83-3.90 (m, 1H, H-6b), 4.57 (dd, 1H, ®J = 2.8 Hz, %J =4.3 Hz, H-2), 4.96 (m, 1H, H-5a),
5.03 (ddd, 1H, *J = 17 Hz, °J = 1.6 Hz, *J = 3.5 Hz, H-5’b), 5.83 (m, 1H, H-4")

BC-NMR [101 MHz, CDCls] S[ppm]: 19.78 (t, C-4), 25.65 (t, C-5), 29,11 (t, C-2), 30.56
(t, C-3"), 30,90 (t, C-3), 62.42 (t, C-6), 67.08 (t, C-1°), 98.99 (d, C-2), 114.80 (t, C-5°), 138.51
(d,C-4)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (23), 40 (5), 41 (73), 42 (7), 43 (14), 44 (3), 53 (7), 54 (3), 55 (17),

56 (20), 57 (14), 67 (29), 68 (18), 69 (34), 70 (3), 83 (4), 84 (19), 85 (100), 86 (8), 98 (4), 101
(7), 169 (0.3)

212



2-(4’,5’-Epoxypentan-1’-yloxy)-tetrahydropyran (74)

Es wurden 22.5 g (132 mmol) 73 in 250 mL Dichlormethan auf 0 °C gekiihlt. Dazu wurden
30.0 g m-CPBA (77% Gehalt an m-CPBA; entspricht 23,1 g, 134 mmol) gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 4 h lang bei 0 °C und dann bei 20 °C iiber Nacht geriihrt. Nach
Zugabe von 250 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung wurde die organische
Phase abgetrennt und die wissrige Phase dreimal mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Séulenchromatographie an
Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im Verhiltnis 6:1 gereinigt. Es wurden
21.8 g (117 mmol, 89 %) farbloses Ol als Produkt 74 erhalten.

"H-NMR [500 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 1.46-185 (m, 10H, H-2’, H-3, H-3°, H-4, H-5), 2.48
(m, 1H, H-52%), 2.75 (m, 1H, H-5’b), 2.93-2.97 (m, 1H, H-4"), 3.40-3.45 (m, 1H, H-1a),
3.45-3.52 (m, 1H, H-6a), 3.74-3.81 (m, 1H, H-1'b), 3.82-3.88 (m, IH, H-6b), 4.58
(m, 1H, H-2)

BC.NMR [101 MHz, CDCls] S[ppm]: 19.78 (t, C-4), 25.58 (t, C-5), 26.28 + 29.52
(t, C-2° / t, C-3), 30,84 (t, C-3), 47.26 (t, C-5’), 52.25 (d, C-4"), 62.44 (t, C-6), 67.11
(t, C-1°), 99.01 (d, C-2)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (44), 40 (8), 41 (92), 42 (15), 43 (46), 44 (6), 45 (4), 51 (2), 53 (9),

54 (6), 55 (45), 56 (15), 57 (39), 58 (3), 67 (36), 68 (3), 69 (5), 71 (10), 83 (4), 84 (9), 85
(100), 86 (6), 101 (17)
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(6°Z)-2-(4’-Hydroxydodec-6’-en-1’-yloxy)-tetrahydropyran (82)

Es wurden 16.8 g (75.0 mmol) (1Z)-1-Heptenyliodid (81) in 160 mL trockenem Diethylether
auf -78 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden langsam 7.5 mL (75 mmol) 10 M n-BuLi in
n-Hexan getropft und 30 min lang geriihrt. In einem weiteren Kolben wurden 7.05 g
(37.0 mmol) Cul, welches zuvor in einer Trockenpistole getrocknet wurden war, in ca.
300 mL trockenem Diethylether suspendiert und ebenfalls auf -78 °C gekiihlt. Das
entstandene (1Z)-1-Lithium-1-hepten wurde langsam bei -78 °C in die Cul-Suspension
gegeben. Es wurde 1 h geriihrt, wobei die Temperatur stindig unter -40 °C gehalten wurde.
SchlieBlich wurde eine Losung aus 7.00 g (37.0 mmol) 2-(4’,5’-Epoxypentan-1’-yloxy)-
tetrahydropyran (74) in ca. 200 mL trockenem Diethylether langsam zugetropft und
anschlieBend 4 h bei unter -40 °C gertiihrt, bis eine schwarz-braune Suspension entstanden
war. Diese wurde auf Raumtemperatur erwdrmt. Nach der Zugabe von ca. 200 mL geséttigter
Ammoniumchlorid-Lésung wurde die Suspension filtriert, die wassrige Phase dreimal mit ca.
50 mL Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen zweimal mit gesittigter
Ammoniumchlorid-Losung gewaschen. Es wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
organische Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch
Sdulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im
Verhiltnis 3:1 gereinigt. Es wurden 8.3 g (29.0 mmol, 79 %) farblose Fliissigkeit als Produkt
76 erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDCl3] 5[ppm]: 0.85 (t, 3H, °J = 6.8 Hz, H-12"), 1.19-1.37 (m, 6H,
H-9°, H-10’, H-11"), 1.40-1.90 (m, 10H, H-2", H-3, H-3", H-4, H-5), 2.15 (q, 2H, °J = 7.1 Hz,
H-8), 2.11-2.26 (m, 2H, H-5’), 2.40 (s, 1H, OH), 3.35-3.43 (m, 1H, H-1’a), 3.44-3.51
(m, 1H, H-6a), 3.58-3.66 (m, 1H, H-4"), 3.72-3.78 (m, 1H, H-1’b), 3.79-3.86 (m, 1H, H-6b),
4.57 (dd, 1H, *J = 3.8 Hz, °J = 3.0 Hz, H-2), 5.33-5.42 (m, 1H, H-7"), 5.63-5.55 (m, 1H, H-6")

BC.NMR [101 MHz, CDCl] 8[ppm]: 14.11 (q, C-12°), 19.61 (t, C-4), 22.61 (t, C-11°),
25.50 (t, C-5), 26.28 (t, C-2°), 27.45 (t, C-8), 29.40 (t, C-10), 30.70 (t, C-3), 31.58 (t, C-10"),
34.06 (t, C-3"), 35.41 (t, C-5°) , 62.32 (t, C-6), 67.78 (t, C-1°), 71.38 (d, C-4"), 98.90 (d, C-2),
125.36 (d, C-6), 133.12 (d, C-7")

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (9), 41 (34), 42 (5), 43 (17), 44 (4), 53 (3), 54 (4), 55 (14), 56 (6),
57 (11), 67 (11), 69 (5), 71 (24), 81 (3), 83 (3), 85 (100), 86 (5), 95 (3), 101 (2), 109 (2), 155

(3), 182 (1), 183 (1), 283 (0.2 M-1)
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(6Z)-Dodec-6-en-1,4-diol (83)

Es wurden 8.3 g (29.0 mmol) (6°Z)-2-(4’-Hydroxydodec-6’-en-1’-yloxy)-tetrahydropyran (82)
in ca. 300 mL Methanol vorgelegt. Nach der Zugabe von 0.8 g (4.0 mmol) p-Toluol-
sulfonsdure unter Eiskiihlung wurde 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden einige Spatel
Natriumhydrogencarbonat zugegeben, die Reaktionslosung im Vakuum auf 50 mL eingeengt
und mit jeweils 100 mL gesidttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und Ethylacetat
versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wéssrige Phase dreimal mit je 50 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wurde durch Sidulenchromatographie
an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis 1:1 gereinigt. Es
wurden 5.33 g (26.7 mmol, 92 %) eines leicht gelblichen Ols als Produkt 83 erhalten.

"H-NMR [500 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.87 (t, 3H, *J = 6.9 Hz, H-12), 1.20-1.40 (m, 6H, H-9,
H-10, H-11), 1.42-1.56 (m, 1H, H-3a), 1.62-1.75 (m, 3H, H-2, H-3b), 2.03 (q, 2H, *J = 7.0
Hz, H-8), 2.16-2.29 (m, 2H, H-5), 2.68 (s, 2H, OH), 3.60-3.72 (m, 2H, H-4, H-1), 5.36
(m, 1H, H-6), 5.55 (m, 1H, H-7)

BC-NMR [101 MHz, CDCl;] §[ppm]: 14.42 (q, C-12), 23.02 (t, C-11), 27.77 (t, C-8), 29.54
(t, C-2), 29.70 (t, C-9), 31.89 (t, C-10), 34.22 (t, C-3), 35.87 (t, C-5), 63.25 (t, C-1), 71.87
(t, C-4), 125.36 (d, C-6), 133.63 (d, C-7)

MS (EL, 70 eV )[m/z]: 39 (25), 41 (70), 42 (14), 43 (60), 44 (5), 45 (2), 53 (9), 54 (9), 55

(18), 56 (9), 57 (12), 67 (7), 68 (3), 69 (8), 70 (5), 71 (100), 72 (4), 79 (3), 81 (3), 82 (2), 83
(7), 84 (4), 89 (23), 112 (2)
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Darstellung des Oxidationsmittels Silbercarbonat auf Celite

Handelsiibliches Celite wurde zunichst intensiv mit 10 %iger HCI in Methanol geriihrt,
abfiltriert und bis zur Neutralitdt mit destilliertem Wasser gewaschen. Es wurden 30 g der
gereinigten Celite 24 h lang bei 100 °C getrocknet und in eine Losung aus 34.0 g (200 mmol)
AgNOs; in 200 mL destillierten Wasser gegeben. Zu dieser Suspension wurde langsam eine
Losung aus 30.0 g (105 mmol) Na,CO;3 « 10 H,O in 300 mL destilliertem Wasser gegeben.
Die Suspension wurde 30 min geriihrt und die gelbliche feste Phase abfiltriert. Restliches
Wasser wurde durch azeotrope Destillation mit Toluol am Wasserabscheider entfernt.

Das Oxidationsmittel enthielt 1 mmol Ag,COs auf 0.57 g Celite.

(6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

Zu einer Suspension aus 38.00 g (66.75 mmol) Ag,CO; auf Celite in ca. 400 mL Toluol
wurden 5.33 g (26.7 mmol) (6Z)-Dodec-6-en-1,4-diol (83) gegeben und 5 h am
Wasserabscheider erhitzt. Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch
tiberpriift. Der feste Riickstand wurde vom Reaktionsgemisch abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Séulenchromatographie an
Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im Verhiltnis 3:1 gereinigt. Es wurden
2.72 g (13.9 mmol, 53 %) leicht gelbliches Ol als Produkt 18 erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.89 (t, 3H, *J = 6.9 Hz, H-12), 1.23-1.40 (m, 6H, H-9,
H-10, H-11), 1.85-1.95 (m, 1H, H-3a), 2.03 (q, 2H, *J = 7.2 Hz, H-8), 2.25-2.34 (m, 1H,
H-3b), 2.36-2.44 (m, 1H, H-5a), 2.46-2.52 (m, 1H, H-5b), 2.50-2.57 (m, 2H, H-2), 4.52
(quin, 1H, 5] = 6.6 Hz , H-4), 531-538 (m, 1H, H-6), 5.54-5.61 (m, 1H, H-7)

3C-NMR [101 MHz, CDCL3] 8[ppm]: 14.45 (C-12) 22.94 (C-10), 27.57 (C-3), 27.85 (C-8),
29.14 (C-2), 29.55 (C-9), 31.89 (C-11), 33.31 (C-5), 80.70 (C-4), 122.57 (C-6), 134.66 (C-7),

177.26 (C-1)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (21), 41 (34), 42 (4), 43 (4), 53 (6), 54 (9), 55 (10), 56 (4), 57 (10),
65 (2), 67 (6), 69 (3), 77 (2), 79 (4), 80 (3), 81 (4), 85 (100), 86 (4), 96 (6), 136 (2), 196 (1)
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Erste enantioselektive Synthese von (62)-Dodec-6-en-4-olid (18)

(S)-(+)-y-Hydroxymethyl-y-butyrolacton (86)

17.9 g (138 mmol) (S)-(+)-y-Carboxyl-y-butyrolacton (85) wurden in einem Dreihalskolben
unter Argonatmosphére in 100 mL abs. THF geldst. Innerhalb von 3 h wurden 15.8 mL (158
mmol, 12.6 g) einer 95%igen Boran-Dimethylsulfid-Komplex Losung zugetropft und tiber
Nacht geriihrt. Es wurden vorsichtig 260 mL Methanol hinzu gegossen und danach das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde bei 110 °C und 1 Torr destilliert. Es
wurden 14.3 g (123 mmol, 89 %) Produkt erhalten.

Drehwert: [a]) =+ 50.1 ° (c = 1.03, CHCLy)

"H-NMR [400 MHz, CDCL3] 8[ppm]: 2.09-2.20 (m, 1H, H-3a), 2.21-2.32 (m, 1H, H-3a),
2.48-2.67 (m, 2H, H-2), 3.64 (dd, 1H, %J = 4.7 Hz, %) = 12.5 Hz, H-5a), 3.89 (dd, 1H, J =
2.8 Hz, ®J = 12.5 Hz, H-5b), 4.62 (m, 1H, H-4)

BC-NMR [101 MHz, CDCli] 3[ppm]: 23.58 (t, C-3), 29.09 (t, C-2), 64.54 (t, C-5), 81.21
(d,C-4)

MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (8), 41 (5), 42 (8), 43 (6), 44 (4), 55 (5), 56 (5), 57 (15), 85 (100),
86 (11),98 (1), 116 (1, M")

(S)-(+)-y-Tosyloxymethyl-y-butyrolacton (87)

14.3 g (123 mmol) (S)-(+)-y-Hydroxymethyl-y-butyrolacton (86) wurden bei 0 °C in 130 mL
abs. Pyridin gelost. Dazu wurden bei 0 °C 35 g (183 mmol) p-Toluolsulfonsdurechlorid
gegeben und iiber Nacht geriihrt. Der Ansatz wurde in 200 mL eisgekiihlte gesittigte
Natriumhydrogencarbonat gegossen, die organische Phase in 200 mL Ethylacetat
aufgenommen und abgetrennt. Die wissrige Phase wurde zweimal mit 100 mL Ethylacetat
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit je 50 mL einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonat und einer gesittigten Natriumchlorid-Losung gewaschen. Nach
dem Trocknen iiber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Produkt war ohne weitere Aufarbeitung rein. Es wurden 30.0 g (111 mmol, 90 %) Produkt

erhalten.

217



"H-NMR [400 MHz, CDCl;] S[ppm]: 2.09-2.19 (m, 1H, H-3a), 2.30-2.40 (m, 1H, H-3b),
2.46 (s, 3H, Me-Ar), 2.47-2.65 (m, 2H, H-2), 4.16 (dd, 2H, 27 = 3.5 Hz, °J = 11 Hz, H-5), 4.68
(m, 1H, H-4), 7.37 (d, 2H, °J = 8.2 Hz, H-3-Ar), 7.79 (d, 2H, °J = 8.2 Hz, H-2-Ar)

BC-NMR [101 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 21.83 (d, Me-Ar), 23.72 (t, C-3), 28.01 (t, C-2), 70.04
(t, C-5), 76.52 (d, C-4), 128.12 (d, H-2-Ar), 130.20 (d, H-3-Ar), 132.5 (s, C-1-Ar), 145.61
(s, C-4-Ar), 177.11 (s, C-1)

Drehwert : [a]) =+45.2° (c=1.13, CHCLy)

MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (10), 41 (5), 43 (4), 51 (2), 55 (3), 56 (2), 57 (5), 63 (4), 65 (17), 77
(2), 85 (100), 86 (4), 89 (5), 91 (36), 92 (4), 98 (2), 99 (10), 107 (8), 155 (10), 206 (16), 207
(2),270 (3, M")
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(S)-(+)-(Z)-6-Dodec-6-en-4-olid (18)

2.84 g (12.6 mmol) (1Z2)-1-Heptenyliodid (81) in 25 mL abs. Diethylether wurden in einem
Dreihalskolben unter Argon-Schutzgasatmosphére auf -78 °C abgekiihlt. Es wurden 8.0 mL
1.6 M n-BuLi (12.8 mmol) in n-Hexan tropfenweise zu der Losung gegeben und die Losung
wurde 45 min zwischen -70 °C und -80 °C geriihrt. Diese Losung wurde zu einer Suspension
aus 1,70 g (8.27 mmol) Kupfer(I)iodid in 120 mL abs. Diethylether gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 60 min lang zwischen -30 © C und -60 °C geriihrt und dann auf -70 °C
abgekiihlt. AnschlieBend wurden 1.63 g (6.03 mmol) (S)-(+)-y-Tosyloxymethyl-y-
butyrolacton (87) in 120 mL abs. Dichlormethan tropfenweise mit Hilfe einer Spritze
zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde weitere 8 h zwischen -30 °C und -50 °C geriihrt und
dann in 200 mL einer eiskalten gesittigten Ammoniumchlorid-Losung gegossen. Nach
Filtration {iber Celite wurde die organische Phase abgetrennt und die wissrige Phase viermal
mit 50 mL Ethylacetat gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 100 mL
gesittigter Ammoniumchlorid-Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in 100 mL Ethylacetat
aufgenommen, fiinfmal mit je 40 mL 10 M NaOH extrahiert und die wéssrige alkalische
Phase mit verd. HCI (2.5 mol/l) auf pH 4 angesduert. Die saure, wissrige Phase wurde
fiinfmal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es wurden 130 mg (0.663 mmol, 11 %) Produkt erhalten.
NMR-spektroskopische Daten entsprechen denen des Racemats.

Drehwert: [a]) =+ 14.8 ° (c = 1.1, MeOH)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (10), 41 (18), 42 (2), 43 (3), 53 (4), 54 (7), 55 (10), 56 (3), 57 (9),

67 (7), 68 (2), 69 (4), 77 (2), 79 (5), 80 (4), 81 (7), 82 (3), 85 (100), 86 (7), 93 (3), 94 (2), 95
(3), 96 (12), 136 (4), 196 (3)
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(R)-(-)-y-Hydroxymethyl-y-butyrolacton (86)

18.7 g (144 mmol) (R)-(-)-y-Carboxyl-y-butyrolacton (85) wurden in einem Dreihalskolben
unter Argonatmosphére in 150 mL abs. THF geldst. Innerhalb von 3 h wurden 16.5 mL
(165 mmol, 13.2 g) einer 95%iger Boran-Dimethylsulfid-Komplex Ldsung zugetropft und
iiber Nacht geriihrt. Es wurden vorsichtig 260 mL Methanol hinzu gegossen und daraufhin

das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde bei 112 °C und 1 Torr destilliert.

Es wurden 15.1 g (130 mmol, 91 %) Produkt erhalten.

NMR-spektroskopische Daten entsprechen denen des (S)-Enantiomers.

Drehwert: [a]) =-52.0 ° (c = 1.22, CHCl;)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (10), 41 (5), 42 (9), 43 (7), 44 (5), 55 (5), 56 (5), 57 (14), 85 (100),
86 (10), 98 (1), 116 (1, M)

(R)-(-)-y-Tosyloxymethyl-y-butyrolacton (87)

15.0 g (130 mmol) (R)-(-)-y-Hydroxymethyl-y-butyrolacton (86) wurden bei 0 °C in 120 mL
abs. Pyridin gelost. Dazu wurden 35 g (183 mmol) p-Toluolsulfonsdurechlorid gegeben und
bei 0 °C iiber Nacht gerithrt. Der Ansatz wurde in 200 mL eiskalte geséttigte
Natriumhydrogencarbonat-Losung gegossen, die organische Phase in 200 mL Ethylacetat
aufgenommen und abgetrennt. Die wissrige Phase wurde zweimal mit 100 mL Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit je 50 mL einer gesittigten
Natriumhydrogencarbonat-Losung und mit einer geséttigten Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Nach dem Trocken iiber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Produkt war ohne weitere Aufarbeitung rein. Es wurden 35.0 g (129 mmol,

99 %) Produkt erhalten.

NMR-spektroskopische Daten entsprechen denen des (S)-Enantiomers.

Drehwert: [af) =-44.1° (c=1.31, CHCly)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (16), 41 (9), 42 (3), 43 (6), 50 (3), 51 (4), 54 (2), 55 (4), 56 (3), 57
(7), 63 (8), 65 (28), 71 (2), 77 (4), 85 (100), 86 (4), 89 (9), 91 (41), 92 (4), 98 (2), 99 (6), 107
(7), 155 (10), 206 (21), 207 (2), 270 (4, M")
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(R)-(-)-(Z)-6-Dodec-6-en-4-olid (18)

2.82 g (12.6 mmol) (1Z)-1-Heptenyliodid (81) in 25 mL abs. Diethylether wurden in einem
Dreihalskolben unter Stickstoff auf -78 °C abgekiihlt. Dazu wurden 7.9 mL 1.6 M n-BuLi in
n-Hexan (12.6 mmol) tropfenweise gegeben. Die Losung wurde 60 min lang zwischen -60 °C
und -80 °C geriihrt. Diese Losung wurde zu einer Suspension aus 1,49 g (7.82 mmol)
Kupfer(I)iodid in 160 mL abs. Diethylether gegeben. Der Reaktionsansatz wurde 60 min lang
zwischen -30 °C und -50 © C geriihrt und dann auf -70 © C abgekiihlt. Es wurden 1.6 g (5.93
mmol) (R)-(-)-y-Tosyloxymethyl-y-butyrolacton (87) in 100 mL abs. Dichlormethan
tropfenweise mit Hilfe einer Spritze zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde weitere 8 h
zwischen -40 © C und -60 °C geriihrt und dann in 200 mL einer eiskalten gesittigten
Ammoniumchlorid-Losung gegossen. Nach Filtration iiber Celite wurde die organische Phase
abgetrennt und die wissrige Phase dreimal mit 100 mL Ethylacetat gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 100 mL einer gesittigten Ammoniumchlorid-
Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wurde in 100 mL Petrolether aufgenommen, fiinfmal mit je 30 mL 10
M NaOH extrahiert und die wissrige alkalische Phase mit verd. HCI (ca. 2.5 mol/l) auf pH 4
angesduert. Die saure, wiéssrige Phase wurde fiinfmal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert,
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es wurden

150 mg (0.764 mmol, 13 %) Produkt erhalten.

NMR-spektroskopische Daten entsprechen denen des Racemats.
Drehwert: [a]) =-15.3 ° (c = 0.9, MeOH)
MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (12), 41 (24), 42 (3), 43 (4), 53 (5), 54 (10), 55 (16), 56 (5), 57

(15), 67 (8), 68 (3), 69 (5), 79 (5), 80 (5), 81 (8), 82 (3), 85 (100), 86 (9), 93 (4), 94 (3), 95
(4), 96 (16), 109 (2), 136 (5), 196 (2)
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Zweite enantioselektive Synthese von (6Z)-Dodec-6-en-4-olid

(4S)-Benzyl 4,5-epoxypentanoat (88)

Unter Argonatmosphére wurden 3.99 g (14.8 mmol) (S)-(+)-y-Tosyloxymethyl-y-butyrolacton
(87) in 300 mL THF gel6st und mit 1.6 mL (1.6 g, 14.8 mmol) Benzylalkohol versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf -78 °C gekiihlt und tropfenweise mit 9.6 mL (14.8 mmol) 1.6 M
n-BuLi in n-Hexan versetzt. Die Reaktionslosung wurde 20 min lang bei dieser Temperatur
geriihrt, dann iiber einem Zeitraum von 3 h langsam auf 0 °C erwidrmt und weitere 20 min bei
dieser Temperatur geriihrt. Es wurden 250 mL einer gesittigten Ammoniumchlorid-Losung
zugegeben und auf Raumtemperatur erwérmt. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige
Phase dreimal mit Petrolether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden jeweils
zweimal mit Wasser, einer gesdttigten Natriumhydrogencarbonat-Losung sowie einer
gesittigten Natriumchlorid-Losung gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Séulenchromatographie an
Kieselgel mit einem Laufmittelgradienten aus Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis von 8:1
zu 6:1 gereinigt. Es wurden 1.88 g (9.12 mmol, 62 %) eines farblosen Ols als Produkt

erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] O[ppm]: 1.75-1.86 (m, 1 H, H-3a), 1.94-2.04 (m, 1H, H-3b),
2.47-2.55 (m, 3H, H-2, H-5a), 2.74 (dd, 1H, J = 4.1Hz, J =4.5 Hz, H-5b), 2.95 -3.01 (m, 1H,
H-4), 5.13 (s, 2H, H-benzyl), 7.28-7.42 (m, 5H, H-arom.)

BC-NMR [101 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 27.74 (t, C-3). 30.57 (t, C-2), 47.18 (t, C-5), 51.32
(d, C-4), 66.56 (t, Bn-H), 128.39 + 128.72 (d, 4 Ar-H), 135.97 (s, Ar-q), 172.78 (s, C-1)

Drehwert: o) =-7.84° (c=2.8, CHCL,)
MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (25), 40 (4), 41 (24), 42 (10), 43 (22), 44 (6), 50 (3), 51 (10), 52
(3), 53 (2), 54 (12), 55 (30), 56 (8), 57 (10), 58 (8), 63 (6), 65 (26), 71 (5), 72 (3), 77 (13), 78

(3), 79 (15), 82 (6), 85 (33), 89 (8), 90 (9), 91 (100), 92 (9), 99 (3), 100 (31), 101 (3), 105
(21), 106 (5), 107 (40), 108 (10), 206 (1, M")
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(4R)-Benzyl 4,5-epoxypentanoat (88)

Es wurden 2.70 g (10.0 mmol) (R)-(-)-y-Tosyloxymethyl-y-butyrolacton (87) unter Argon-
atmosphire in ca. 250 mL trockenem THF gelost. Nach der Zugabe von 1.10 g (10.2 mmol)
Benzylalkohol wurden unter Riihren bei -78 °C langsam 6.5 mL einer 1.6 M Losung aus
n-BuLi in Hexan zugetropft. Die Reaktionslosung wurde weitere 3 h lang geriihrt und
langsam auf 0 °C erwirmt. Es wurden 250 mL einer geséttigten Ammoniumchlorid-Losung
zugegeben und auf Raumtemperatur erwédrmt. Die wissrige Phase wurde dreimal mit je
50 mL Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen zweimal mit je 50 mL
einer gesittigten Ammoniumchlorid-Losung und einmal mit 50 mL einer gesittigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Das Rohprodukt wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch
Saulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im
Verhiltnis 8:1 gereinigt. Es wurden 1.43 g (6.94 mmol, 69.4 %) eines farblosen Ols als
Produkt erhalten.

NMR-spektroskopische Daten entsprechen denen des (S)-Enantiomers.
Drehwert: o[} =+9.95° (c=2.1, CHCl)
MS (EI, 70 eV)[m/z]: 39 (43), 40 (6), 41 (18), 42 (8), 43 (10), 44 (2), 50 (5), 51 (12), 52 (3),

53 (3), 54 (6), 55 (17), 56 (4), 57 (6), 58 (3), 63 (8), 65 (29), 71 (6), 77 (21), 78 (4), 79 (13),
82 (5), 85 (22), 89 (10), 91 (100), 92 (6), 100 (16), 105 (14), 107 (21), 108 (3), 206 (1, M)
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(S)-(+)-(6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

Eine Losung von 3.12 g (13.9 mmol) (1Z)-1-Heptenyliodid (81) in 150 mL trockenem
Diethylether wurde auf -78 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden langsam 8.2 mL (13 mmol)
1.6 M n-BuLi in n-Hexan getropft und 30 min. lang geriihrt. In einem weiteren Kolben
wurden 1.05 g (5.51 mmol) trockenes Cul in ca. 300 mL trockenem Diethylether vorgelegt
und ebenfalls auf -78 °C gekiihlt. Das intermedidr entstandene (1Z)-1-Lithium-1-hepten
wurde langsam bei -78 °C in die Cul-Suspension gegeben. Es wurde 1 h lang geriihrt, wobei
die Temperatur unter -40 °C gehalten wurde. SchlieBlich wurden 1.14 g (5.51 mmol)
(4S)-Benzyl 4,5-epoxypentanoat (88) in 50 mL abs. Et,O langsam zugetropft und
anschlieend 4 h bei unter -40 °C geriihrt, bis eine schwarz-braune Suspension entstanden
war. Es wurde bis auf Raumtemperatur erwiarmt. Nach der Zugabe von ca. 200 mL geséttigter
Ammoniumchlorid-Lésung wurde die Suspension filtriert, die wéssrige Phase dreimal mit
50 mL Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen zweimal mit einer
gesittigten Ammoniumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und das organische Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
durch Saulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im
Verhiltnis 9:1 gereinigt. Es wurden 615 mg (3.13 mmol, 56.8 %) Produkt als gelblich olige
Fliissigkeit erhalten.

"H-NMR [400 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, °J = 6.9 Hz, H-12), 1.22-1.39 (m, 6H, H-9,
H-10, H-11), 1.84-1.94 (m, 1H, H-3a), 2.02 (q, 2H, J=7.2 Hz, H-8), 2.25-2.32 (m, 1H, H-3b),
2.35-2.42 (m, 1H, H-5a), 2.45-2.54 (m, 3H, H-2, H-5b), 4.51 (quin, 1H, %] = 6.6 Hz, H-4),
5.31-5.37 (m, 1H, H-6), 5.53-5.59 (m, 1H, H-6)

BC-NMR [101 MHz, CDCl5] 3[ppm]: 14.13 (C-12), 22.61 (C-10), 27.23 (C-3), 27.51 (C-8),

28.84 (C-2), 29.22 (C-9), 31.56 (C-11), 32.98 (C-5), 80.37 (C-4), 122.27 (C-6), 134.29 (C-7),
177.22 (C-1)

Drehwert: [a]) =+ 16.5 ° (c = 1.3, MeOH)
MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (26), 41 (49), 42 (7), 43 (7), 51 (2), 53 (8), 54 (11), 55 (11), 56 (7),

57 (12), 65 (2), 67 (7), 68 (3), 69 (3), 77 (3), 79 (5), 81 (6), 85 (100), 86 (4), 93 (3), 96 (6),
196 (1), 197 (1)
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(R)-(-)-(6Z)-Dodec-6-en-4-olid (18)

Zu einer Losung aus 2.1 g (9 mmol) (12)-1-Heptenyliodid (81) in 30 mL Diethylether wurden
bei -78 °C 6 mL (9 mmol) einer 15 %igen Losung von n-BuLi in n-Hexan langsam getropft
und die gelbe Reaktionslosung 30 min bei dieser Temperatur geriihrt. Die Losung wurde zu
einer braunen Suspension von 0.9 g (4.8 mmol) Cul in 90 mL Diethylether bei -78 °C
gegeben und 30 min lang bei dieser Temperatur geriihrt. Zu dem Reaktionsgemisch wurde
iiber einen Tropftrichter eine Losung von 0.89 g (432 mmol) (4R)-Benzyl
4,5-epoxypentanoat (88) in 25 mL Diethylether bei -78 °C langsam getropft und anschlie3end
iiber 90 min auf -20 °C erwédrmt. Zu dem dunkelbraunen Reaktionsgemisch wurden 200 mL
gesdttigte  Ammoniumchlorid-Lésung gegeben und iiber Nacht hydrolysiert. Die Phasen
wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit Petrolether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden je dreimal mit einer gesittigten NaCI-Losung gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Laufmittelgradienten
Petrolether/Ethylacetat von 8:1 zu 6:1 gereinigt. Es wurden 370 mg (1.88 mmol, 42 %)
Produkt als stark riechendes Ol erhalten.

NMR-spektroskopische Daten entsprechen denen des (S)-Enantiomers.

Drehwert: [a]) =-16.8 ° (c = 1.2, MeOH)

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (13), 41(22), 42 (3), 53 (5), 54 (9), 55 (11), 56 (3), 57 (11), 67 (6),
69 (3), 79 (4), 80 (3), 81 (5), 85 (100), 86 (4), 96 (7), 136 (3), 196 (2)
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Spezieller Teil - Fischfaktor

Allgemeine Arbeitsvorschift 1 (AAV1):

Asymmetrische Dihydroxylierung nach Sharpless

Das Alken wird in Wasser und tert-Butanol im Verhéltnis 1:1 suspendiert und auf 0 °C
gekiihlt. Der AD-Mix-a bzw 3 und Methansulfonsdureamid wird unter Eiskiihlung zugesetzt.
Dabei entsprechen 1.4 g AD-Mix einem mmol Alken als Edukt der Dihydroxylierung. Der
Reaktionsmischung wird nach 72 Stunden Reaktionsdauer bei 0 - 4 °C Natriumpyrosulfit
zugesetzt und darauthin eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Ethylacetat versetzt, die organische Phase
abgetrennt und die wéssrige Phase flinfmal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum

konzentriert.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 AAV2):

Hydrierung mit Lindlar Katalysator

Chinolin wird bei 110 °C im Wasserstrahlvakuum (~15-20 mbar) frisch destilliert.
2-3 Tropfen des frisch destillierten Chinolins und eine Spatelspitze Lindlarkatalysator werden
zu dem in Ethanol geldsten Dihydroxyalkin zugesetzt. Die Atmosphire des Reaktionsansatzes
wird dreimal mit Wasserstoff gespiilt, mit Wasserstoff gesittigt und es wird unter
Normaldruck bei Raumtemperatur hydriert. Nach abgeschlossener Reduktion wird der

Katalysator durch Sdulenfiltration an Kieselgel abgetrennt.

Darstellung des Oxidationsmittels AgCO3 auf Celite

Es wurden 15 g Celite mit salzsaurem Methanol (10 Vol. % konz. HCI) gewaschen, filtriert
und anschlieBend erneut mit Wasser bis zur Neutralitit gewaschen. Das Celite wurde
anschlieend 6 Stunden bei 120 °C getrocknet, zu einer Losung aus 17 g Ag,CO; in 100 mL
Wasser gegeben und 10 Minuten geriihrt. Die Suspension verfirbte sich gelbgriin. Nach
Filtration unter vermindertem Druck wurde der Riickstand 5 Stunden im Vakuum getrocknet.
Vor dem Einsatz als Oxidationmittel wurde ein Teil des Reagenz entnommen und
Wasserreste mit Toluol am Wasserabscheider entfernt. Von dem fertigen Reagenz

entsprechen 0.57 g 1 mmol Ag,CO;.
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1-Undec-2-enylbromid (111)

In 100 mL abs. DCM wurden unter Argonatmosphére 7.05 g (25 mmol) Triphenylphosphin
geldst und 1.33 mL (4.16 g, 26.0 mmol) Brom zugetropft. Es bildete sich eine orangefarbene
Suspension mit einem weillen Feststoff. Zu dieser Suspension wurde solange
Triphenylphosphin zugegeben, bis ein Farbumschlag von orange nach gelbweill beobachtet
wurde. Langsam wurden zu der Suspension 5.0 mL (4.25 g, 25.0 mmol) E-2-Undecen-1-ol
(112) hinzugetropft. Es konnte eine Kldrung der Suspension beobachtet werden, und es bildete
sich eine gelbe Losung. Das FEisbad wurde entfernt und die Reaktionslosung wurde
2.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Es bildete sich eine schwarz-braune Losung. Zu der
Losung wurden 50 mL einer geséttigten Natriumcarbonatlosung und 50 mL Petrolether
gegeben. Die Phasen wurden getrennt, es wurde dreimal mit 50 mL Petrolether extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldosungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und das erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether gereinigt. Es wurden 5.71 g (24.6 mmol, 98 %
Ausbeute bezogen auf 115) 1-Undec-2-enylbromid (114) als farbloses Ol erhalten.

R¢=0.60 (Petrolether)

'H-NMR [400 MHz, CDCl5] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, %J = 7.3 Hz, H-11); 1.21-1.45 (m, 10H,
H-6-H-10); 1.50-1.60 (m, 2H, H-5); 2.01-2.09 (m, 2H, H-4); 3.95 (d, 2H, %] = 7.3 Hz, H-1);
5.64-5.72 (m, 1H, H-3); 5.74-5.81 (m, 1H, H-2).

BC-NMR [101 MHz, CDCL3] 8[ppm]: 14.46 (q, C-11); 22.81 (t, C-10); 28.95, 29.26, 29.39,
29.55, (t, 4C, C-5, C-6, C-7, C-8); 32.22 (t, C-9); 32.01 (t, C-4); 33.86 (t, C-1); 126.36
(d; C-2); 136.98 (d; C-3).

MS (EL 70 eV) [m/z]: 38 (2), 39 (45), 40 (9), 41 (99), 42 (14), 43 (60), 51 (5), 52 (4), 53
(36), 54 (48), 55 (96), 56 (11), 57 (32), 65 (6), 66 (3), 67 (32), 68 (9), 69 (77), 70 (9), 71 (19),
77 (4), 79 (8), 81 (12), 82 (5), 83 (97), 84 (7), 85 (5), 95 (6), 96 (2), 97 (100), 98 (8), 109 (2),
111 (24), 112 (2), 133 (2), 135 (3), 153 (1), 232 (1), 234 (1).
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Tetradec-2-in-5-ensiureethylester (109)

Es wurden 16.8 g (51.6 mmol) Cisiumcarbonat, 8.16 g (49.2 mmol) Kaliumiodid und 5.15 g
(27.1 mmol) Kupferiodid in 150 mL N,N-Dimethylformamid suspendiert. Zu dieser
Suspension wurden 2.52 mL (2.44 g, 24.8 mmol) Propiolsdureethylester (110) und 5.71 g
(24.5 mmol) 1-Undec-2-enylbromid (111) unter Eiskiihlung langsam zugegeben. Dabei
verfarbte sich die Suspension von gelb zu braunorange. Das Reaktionsgemisch wurde weitere
2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde mit 150 mL geséttigter
Ammoniumchlorid-Lésung sowie 150 mL Petrolether / Ethylacetat 15:1 versetzt. Nach
Trennung der Phasen wurde die wissrige Phase flinf Mal mit jeweils 100 mL
Petrolether/Ethylacetat 15:1 extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
150 mL gesittigter NaCl-Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel
mit Laufmittelgradienten Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis von 40:1 zu 15:1 gereinigt. Es
wurden 5.15 g 109 als gelbes Ol erhalten (20.6 mmol, 83 % Ausbeute bezogen auf 111).

R¢=0.18 (Petrolether/Ethylacetat 4:1); 0.30 (Petrolether: Ethylacetat 20:1)

"H-NMR [400 MHz, CDCls] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, °J = 6.9 Hz, H-14); 1.24-1.33 (m, 13H, H-
8-H-13, CHsCH,0-); 1.99-2.02 (m, 2H, H-7); 3.03-3.06 (m, 2H, H-4); 4.20-4.25 (t, 2H,
%] = 6.8 Hz, CH;CH,0-); 5.31-5.40 (m, 1H, H-5); 5.63-5.75 (m, 1H, H-6).

BC-NMR [101 MHz, CDCL3] 3[ppm]: 14.24 (q, C-14); 14.35 (q, CH;CH,0-); 22.05 (t, C-4);
22.81,29.23, 29.32, 29.40, 29.58, 32.03 (t, C-8-C-13); 32.44 (t, C-7); 61.97 (t, CH;CH,O-);
74.47 (s, C-2); 87.00 (s, C-3); 121.18 (d, C-5); 134.41 (d, C-6); 171 (s, C-1) (aus HMBC).

MS (EL 70 eV) [m/z]:38 (3), 39 (30), 40 (6), 41 (95), 42 (15), 43 (80), 44 (3), 45 (5), 50 (3),
51 (13), 52 (11), 53 (20), 54 (11), 55 (65), 56 (17), 57 (36), 63 (5), 64 (3), 65 (29), 66 (21), 67
(35), 68 (7), 69 (26), 70 (10), 71 (5), 76 (2), 77 (57), 78 (30), 79 (91), 80 (15), 81 (27), 82 (7),
83 (16), 84 (18), 85 (3), 86 (3), 90 (3), 91 (47), 92 (13), 93 (33), 94 (10), 95 (23), 96 (6), 97
(27), 98 (4), 103 (3), 105 (29), 106 (17), 107 (24), 108 (6), 109 (7), 110 (7), 111 (26), 112
(14), 114 (2), 117 (2), 119 (26), 120 (10), 121 (12), 122 (4), 123 (30), 124 (41), 125 (19), 126
(4), 133 (15), 134 (5), 135 (7), 136 (2), 137 (13), 138 (10), 139 (16), 140 (3), 147 (9), 148 (3),
149 (2), 151 (10), 152 (100), 153 (26), 154 (3), 161 (7), 162 (2), 165 (10), 166 (5), 175 (5),
177 (2), 179 (5), 193 (3), 205 (37), 206 (6), 221 (2), 250 (0.3), 251 (0.4)
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(S,S)-5,6-Dihydroxytetradec-2-insdureethylester (108)

Die Durchfiihrung erfolgte nach der AAV1: Es wurden 1.00 g (4.00 mmol) Tetradec-2-in-5-
ensdureethylester (109), 5.59 g AD-Mix-a, und 379 mg (4 mmol) Methansulfonsidureamid in
25 mL Wasser und tert-Butanol eingesetzt. Nach 72 Stunden wurden 5.21 g
Natriumpyrosulfit zugegeben und eine Stunde geriihrt. Zur Reaktionsmischung wurden
10 mL Ethylacetat gegeben, die organische Phase abgetrennt und die wissrige finf Mal mit
jeweils 10 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Laufmittelgradienten
Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis von 3:1 zu 1:1 gereinigt. Es wurden 448 mg 5,6-
Dihydroxytetradec-2-in-sdureethylester (111) (1.59 mmol, 40 % Ausbeute bezogen auf 112)

als farbloser Feststoff erhalten

Schmelzpunkt: 69 °C.

Drehwert: [a]) =+ 14.5 ° (c = 0.005, CHCL)

R¢=0.15 (Petrolether/Ethylacetat 1:2)

'H-NMR [400 MHz, CDCl3] 5[ppm]: 0.88 (t, 3H, %J = 6.9 Hz, H-14); 1.02-1.72 (m, 17H, H-
7-H-13, CH;CH,0-);1.97-2.41 (m, 2H, H-4); 3.52-3.64 (m, 1H, H-6); 3.64-3.76 (m, 1H, H-5);
4.07-4.28 (m, 2H, CH;CH,0-).

BC-NMR [101 MHz, CDCL] 8[ppm]: 14.17 (q, C-14); 14.22 (CHsCH,0); 24.56 (t, C-13),
25.70 (t, C-4); 29.24, 29.38, 29.65, 29.71, 32.00, 33.80 (t, C-7-C-12); 62.14(t, CH;CH,0);
71.85 (d, C-5), 73.18 (d, C-6), 74.24 (s, C-2); 85.46 (s, C-3); 154 (s, C-1) (aus HMBC).

MS (EL 70 eV) [m/z]: 38 (4), 39 (31), 40 (10), 41 (77), 42 (22), 43 (66), 44 (14), 45 (12), 47
(2), 51 (3), 52 (3), 53 (10), 54 (5), 55 (62), 56 (12), 57 (37), 58 (5), 59 (23), 60 (8), 65 (3), 66
(22), 67 (42), 68 (92), 69 (74), 70 (29), 71 (16), 72 (11), 73 (8), 77 (3), 79 (10), 80 (4), 81
(18), 82 (4), 83 (19), 84 (42), 85 (23), 86 (100), 87 (7), 91 (3), 93 (4), 94 (5), 95 (44), 96 (23),
97 (30), 98 (9), 99 (32), 100 (3), 107 (4), 109 (3), 111 (21), 112 (72), 113 (49), 114 (19), 115
(4), 121 (5), 123 (4), 125 (14), 126 (3), 130 (3), 135 (2), 137 (2), 139 (3), 141 (10), 142 (20),
143 (5), 155 (6), 167 (2), 173 (5), 193 (3), 239 (2), 266 (1.0), 284 (0.3)
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(R,R)-5,6-Dihydroxytetradec-2-ensiureethylester (108)

Die Durchfiihrung erfolgte nach der AAV 1: Es wurden 1.50 g (7.20 mmol) Tetradec-2-in-5-
ensdureethylester (109), 10.08 g AD-Mix-f3 und 684 mg (0.68 mmol) Methansulfonsdureamid
in jeweils 40 mL Wasser und tert-Butanol eingesetzt. Nach 48 Stunden wurden 10.0 g
Natriumpyrosulfit zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde mit 50 mL Ethylacetat versetzt,
die organische Phase abgetrennt und fiinf Mal mit jeweils 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Séulenchromatographie an
Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im Verhiltnis 2:1 gereinigt. Es wurden
1.33 g (R,R)-5,6-Dihydroxytetradec-2-insdureethylester (108) (5.49 mmol, 76 % Ausbeute
bezogen auf 109) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 72 °C

Drehwert: [a) =-16.8° (c=0.01, CHCl)

R¢=0.15 (Petrolether/Ethylacetat 1:2)
NMR-spektroskopische und massenspektrometrische Daten entsprechen denen des

(S)-Enantiomers.

(S,S)-6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56)

Die Durchfiihrung erfolgte nach der AAV 2: Es wurden 60,4 mg (24,8 pmol)
5,6-Dihydroxytetradec-2-insdureethylester (108) eingesetzt und 12 Stunden lang bei
Raumtemperatur hydriert. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel
mit einem Laufmittelgradienten Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis von 4:1 zu 1:1

gereinigt. Es wurden 52,26 mg (21,77 pmol, 88 %) eines farblosen Ols erhalten.

Drehwert: [a]) =+ 15.5° (c = 0.0094, CHCl;)

R¢= 0.33 (Petrolether/Ethylacetat 1:1)
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'H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, °J = 6.9 Hz, H-14); 1.53-1.63 (m, 12H,
H-8-H-13); 1.63-1.73 (m, 2H, H-7); 1.75 (s, br., 1H, -OH); 2.25-2.33 (m, 1H, H-4a); 2.57-
2.66 (m, 1H, H-4b); 3.62-3.66 (m, 1H, H-6); 4.31-4.37 (m, 1H, H-5); 6.01-6.04 (m, 1H, H-2);
6.90-6.92 (m, 2H, H-3).

BC-NMR [101 MHz, CDCl;] 3[ppm]: 14.22 (q, C-14); 22.79, 29.38, 29.63, 29.67, 32.00
(t, C-9-C-13);. 25.60 (t, C-8); 26.17 (t, C-4); 32.80 (t, C-7); 72.75 (d, C-6); 80.61 (d, C-5);
121.24 (d, C-2); 145.50 (d, C-3); 163.86 (s, C-1).

MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (9), 40 (4), 41 (24), 42 (10), 43 (10), 44 (4), 53 (3), 55 (12), 57 (7),
67 (2), 68 (6), 69 (13), 70 (16), 81 (4), 83 (3), 97 (34), 98 (100), 99 (7), 109 (0.9), 127 (1.1),
141 (0.6), 240 (0.1), 241 (0.1)

(R,R)-6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56)

Die Durchfiihrung erfolgte nach der AAV 2: Es wurden 100 mg (35,2 pmol)
5,6-Dihydroxytetradec-2-insdureethylester ~ (108) eingesetzt und 15 Stunden bei
Raumtemperatur hydriert. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel
mit einem Laufmittelgradienten Petrolether/Ethylacetat im Verhiltnis von 4:1 zu 3:1

gereinigt. Es wurden 73 mg (30,4 umol, 86 %) eines farblosen Ols erhalten.

Drehwert: [a]) =-17.5° (c=0.1, CHCL)

R¢= 0.08 (Petrolether/Ethylacetat 2:1)

NMR-spektroskopische und massenspektrometrische Daten entsprechen denen des

(S,S)-Enantiomers.
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2-(Tetradec-5"-en-2 -inyloxy)-tetrahydropyran (116)

2.04 g (14.6 mmol, 1.1 eq) 2-(Prop-2’-inyloxy)tetrahydropyran (117) wurden unter Riihren in
abs. Tetrahydrofuran (25 mL) gelost und auf —78 °C gekiihlt. Es wurden 9.1 mL (14.6 mmol,
1.1 eq) einer 1.6 M Butyllithiumlosung in Hexan zugegeben und die Reaktionslosung unter
Riihren langsam von —78 °C auf Raumtemperatur erwiarmt. AnschlieBend wurden 3.08 g
(13.2 mmol) Undec-2-enylbromid (111) hinzugetropft und die Reaktionslésung iiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung verfarbte sich beim Erwarmen auf 50-60 °
C tiber zwei Stunden von gelb- nach orangefarben. Es wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt
und 30 mL einer gesittigten Ammoniumchloridlosung unter Bildung eines weillen
Niederschlags zugegeben. Es wurde gesittigte Natriumchlorid-Losung zugegeben bis sich der
weille Niederschlag vollstindig geldst hatte und sich die Phasen trennten. Die organische
Phase wurde abgetrennt und die wissrige Phase dreimal mit je 50 mL Ethylacetat und einmal
mit 50 mL Petrolether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 50 mL
gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung sowie 50 mL geséttigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Laufmittelgradienten Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis von 6:1 zu 4:1 gereinigt. Es
wurden 3.07g (10.5 mmol, 79 %) eines gelblichen Ols an 116 erhalten. Weiterhin wurden

560 mg (2.40 mmol, 18 %) 111 zuriick gewonnen.

R¢= 0.45 (Petrolether/Ethylacetat 4:1)

"H-NMR [400 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, *Juis3’ = 6.9 Hz, H-14’); 1.21-1.31
(m, 10H, H-9°, H-10°, H-11’, H-12’, H-13"); 1.31-1.40 (m, 2H, H-8’); 1.47-1.66 (m, 6H,
H-3-H-5); 19.97-2.03 (m, 2H, H-7"); 2.92-2.96 (m, 2H, H-4"); 3.88-3.81 (m, 1H, H-6a); 3.50-
3.56 (m, 1H, H-6b); 4.23 (m, 1H, ,H-1a’); 432 (m, 1H, H-1b’); 4.82 (dd, 1H, *J o3 =
3.2 Hz, H-2); 5.38 (ttd, 1H, *Jys-r” = 1.3 Hz, *Jns-na = 5.6 Hz, *Jysue = 15.1 Hz, H-5");
5.66 (ttd, 1H, *Jug-na = 1.6 Hz, *Ine-nr = 6.8 Hz, *Jyy o-ns = 15.1 Hz, H-6").
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3C-.NMR [101 MHz, CDCls] 8[ppm]: 14.26 (q, 1C, C-14");19.27 (t, 1C, C-4); 22.24 (t, 1C,
C-4);25.54 (t, 1C, C-5); 32.04, 29.45, 29.41, 2936 ,22.83 (t, 5C, C-9°, 10,1112,
13);29.62 (t, 1C, C-8');30.44 (t, 1C, C-3); 32.43, (t, 1C, C-7°); 54.81 (t, 1C, C-1");62.14
(t, 1C, C-6); 77.51 (s, 1C, C-2);84.34 (s, 1C, C-3');96.87 (d, 1C, C-2); 123.73 (d, 1C,
C-57);132.68 (d, 1C, C-6").

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (13), 41 (42), 42 (6), 43 (29), 51 (4), 52 (5), 53 (8), 54 (3), 55 (46),
56 (12), 57 (24), 65 (13), 66 (4), 67 (38), 68 (5), 69 (19), 70 (3), 71 (3), 77 (31), 78 (18), 79
(73), 80 (19), 81 (29), 82 (6), 83 (13), 85 (100), 86 (4), 91 (66), 92 (22), 93 (68), 94 (16), 95
(21), 96 (6), 97 (4), 101 (10), 103 (8), 105 (19), 106 (12), 107 (28), 108 (5), 109 (10), 110 (4),
119 (10), 120 (3), 121 (14), 122 (2), 123 (4), 133 (6), 135 (6), 147 (4), 190 (9), 292 (0.03
M-+).

Tetradec-5-en-2-in-ol (115)

3.07 g (10.5 mmol) 2-(Tetradec-5’-en-2’-inyloxy)-tetrahydropyran (116) wurden in 100 mL
Methanol gelost und eine Spatelspitze p-Toluolsulfonsdure hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde tiiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wurden drei Spatelspitzen
Natriumcarbonat zugegeben und das Ldsungsmittel bis auf ca. 50 mL am
Rotationsverdampfer eingeengt. Zu der Reaktionslosung wurden 100 mL Wasser und 100 mL
Ethylacetat:Petrolether 1:1 gegeben. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wéssrige
Phase viermal mit je 100 mL Ethylacetat/Petrolether 1:1 extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit 100 mL Natriumhydrogencarbonat-Losung und 100 mL
Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum
konzentriert. Das Rohprodukt wurde durch Sadulenchromatographie an Kieselgel mit dem
Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im Verhédltnis 4:1 gereinigt. Es wurden 196 g
(9.40 mmol, 90 %) eines gelblichen Oles erhalten.

'"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.88 (t, 3H, *Juismz = 6.9 Hz, H-14); 1.20-1.34
(m, 10H, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13); 1.34-1.40 (m, 2H, H-8); 1.55 (br, 1H, -OH); 2.01
(tdd, 2H, *Jys.u7 = 1.4 Hz, *Jney = 6.8 Hz, *Jyrng = 6.8 Hz, H-7); 2.92-2.96 (m, 2H, H-4);
4.28 (t, 2H, “Jyims = 2.0 Hz, H-1); 5.38 (ttd, 1H, *Jys.ny = 1.4 Hz, *Jysns = 5.7 Hz, *Jnisne =
15.2 Hz, H-5); 5.66 (ttd, 1H, *Juens = 1.6 Hz, *Jue7 = 6.8 Hz, *Inens = 15.2 Hz, H-6).
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BC-NMR [101 MHz, CDCL3] 8[ppm]: 14.10 (q, 1C, C-14); 22.00 (t, 1C, C-4); 29.36 (t, 1C,
C-8); 22.82, 29.40, 29.42, 29.61, 32.04, (t, 5C, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13); 32.44 (t, 1C,
C-7); 51.60 (t, 1C, C-1); 79.97 (s, 1C, C-2); 84.34 (s, 1C, C-3); 123.61 (d, 1C, C-5); 132.81
(d, 1C, C-6).

MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (40), 40 (8), 41 (100), 42 (14), 43 (69), 44 (3), 50 (3), 51 (10), 52
(7), 53 (26), 54 (22), 55 (75), 56 (18), 57 (40), 63 (3), 65 (22), 66 (19), 67 (54), 68 (15), 69
(34), 70 (14), 71 (8), 77 (41), 78 (25), 79 (81), 80 (22), 81 (81), 82 (20), 83 (30), 84 (7), 85
(2), 91 (85), 92 (23), 93 (39), 94 (14), 95 (57), 96 (17), 97 (11), 98 (3), 103 (3), 105 (34), 106
(14), 107 (19), 108 (6), 109 (28), 110 (10), 111 (2), 117 (2), 119 (24), 120 (6), 121 (12), 122
(2), 123 (9), 124 (3), 133 (20), 134 (4), 135 (5), 137 (4), 147 (14), 148 (2), 161 (5), 177 (2),
190 (0.9), 208 (0.1).

(S,S)-Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114)

Durchfiihrung nach AAV1: 21,1 g (15.1 mmol) AD-Mix-o. wurden in 120 mL Wasser / tert-
Butanol (1:1) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Daraufhin wurden 1.43 g (15.1 mmol)
Methansulfonsdureamid, sowie 2.90 g (13.9 mmol) Tetradec-5-en-2-in-1-ol (115) zugegeben
und bei 0 °C 72 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurden unter Eiskiihlung vorsichtig 13.2 g
(69,3 mmol) Natriumpyrosulfit zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiinfmal mit jeweils
120 mL Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen liber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch
Sadulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im
Verhiltnis 2:1 gereinigt. Es wurden 2.70 g (11.2 mmol, 80 % Ausbeute bezogen auf 115)
Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114) als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 72 °C

Drehwert: [a]zDO =+41°(c=0.1, EtOH)

R¢= 0.08 (Petrolether/Ethylacetat 1:1)
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'"H-NMR [400 MHz, CDCl;] O[ppm]: 0.88 (t, 3H, 3Jiians = 6.9 Hz, H-14); 1.22-1.40
(m, 10H, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13); 1.41-1.55 (m, 5H, H-7, H-8, -OH, primar); 2.48-2.55
(m, 2H, H4); 3.57-3.64 (m, 2H, H-5, H-6); 4.25 (s, 1H, H-1).

BC-NMR [101 MHz, CDCL] 8[ppm]: 14.23 (q, 1C, C-14); 24.55 (t, 1C, C-4); 25.71 (t, 1C,
C-8); 22.81, 29.41, 29.68, 29.77, 32.02 (t, 5C, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13); 33.73 (t, 1C,
C-7); 51.41 (t, 1C, C-1); 72.39 (d, 1C, C-6); 73.40 (d, 1C, C-5); 81.08 (s, 1C, C-2); 82.53
(s, 1C, C-3).

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (19), 40 (4), 41 (46), 42 (8), 43 (34), 44 (7), 45 (3), 51 (4), 52 (35),
53 (27), 54 (34), 55 (54), 56 (6), 57 (35), 58 (3), 65 (3), 67 (10), 68 (5), 69 (100), 70 (9), 71
(9), 77 (2), 79 (4), 80 (3), 81 (68), 82 (42), 83 (56), 84 (5), 85 (2), 93 (4), 95 (11), 96 (3), 97
(8), 98 (3), 107 (4), 109 (2), 111 (10), 112 (6), 124 (2), 125 (4), 141 (2), 142 (3), 143 (10),
173 (7), 195 (0.7), 206 (0.2), 207 (0.3), 224 (0.1 M").

(R,R)-Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114)

Durchfiihrung nach AAV1: 7.12 g (5.05 mmol) AD-Mix-f3 wurden in 40 mL Wasser / tert-
Butanol (1:1) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Darauthin wurden 480 mg (5.05 mmol)
Methansulfonsdureamid, sowie 1.00 g (4.81 mmol) Tetradec-5-en-2-in-1-ol (115) zugegeben
und bei 0 °C 71 Stunden lang geriihrt. AnschlieBend wurden unter Eiskiihlung vorsichtig 4.40
g (23,2 mmol) Natriumpyrosulfit zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiinfmal mit jeweils
40 mL Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch
Sdulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im
Verhiéltnis 3:1 gereinigt. Es wurden 1.00 g (4.13 mmol, 86 % Ausbeute bezogen auf 115) an
114 als farbloser Feststoff erhalten.

Schmelzpunkt: 75 °C
Drehwert: [a]) =-36° (c = 0.1, EtOH)
R¢= 0.08 (Petrolether/Ethylacetat 1:1)

NMR-spektroskopische und massenspektrometrische Daten entsprechen denen des (S,S)-

Enantiomers.
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(S,S)-Tetradec-2-en-1,5,6-triol (113)

Durchfithrung nach AAV 2: Es wurden 2.70 g (11,17 mmol) Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114)
zwei Stunden hydriert. Das Rohprodukt wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit
einem Laufmittelgradienten Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis von 3:1 zu 1:1 gereinigt.

Das Produkt wurde als farbloser Feststoff quantitativ erhalten.

Schmelzpunkt: 53 °C

Drehwert: [a]) =+ 44 ° (c =0.1, MeOH)

R¢=0.02 (Petrolether/Ethylacetat 1:1)

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.87 (t, 3H, *Juianz = 6.9 Hz, H-14); 1.15-1.59
(m, 15H, H-7, H-8,H-9, H-10, H-11, H-12, H-13, -OH, primir); 2.31-2.47 (m, 2H, H4);
3.42-3.55 (m, 2H, H-5, H-6); 4.00 (s, br., 2H, -OH, sckundir); 4.04-4.23 (s, 1H, H-1);
5.76-5.62 (m, 1H, H-3); 5.76-5.93 (m, 1H, H-2).

3C-NMR [101 MHz, CDCl3] 8[ppm]: 14.46 (q, 1C, C-14); 21.41, 23.03, 29.40, 29.64, 30.01,
30.05, 32.06, 32.20 (t, 8C, C-4, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13); 60.79 (t, 1C, C-1);
73.80 (d, 1C, C-6); 74.12 (d, 1C, C-5); 130.03 (d, 1C, C-2); 131.44 (d, 1C, C-3).

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (11), 40 (3), 41 (38), 42 (8), 43 (36), 44 (8), 45 (2), 53 (8), 54 (61),
55 (82), 56 (23), 57 (33), 58 (3), 60 (2), 66 (9), 67 (13), 68 (5), 69 (67), 70 (12), 71 (8), 73 (2),
79 (3), 81 (13), 82 (8), 83 (100), 84 (42), 85 (6), 95 (12), 96 (3), 97 (7), 101 (10), 113 (3), 125
(2), 141 (7), 143 (13), 173 (2), 208 (0.3), 226 (0.4), 229 (1.0), 244 (0.1)
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(R,R)-Tetradec-2-en-1,5,6-triol (113)

Durchfithrung nach AAV 2: Es wurden 896 mg (3.70 mmol) Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114)
15 Stunden bei Raumtemperatur hydriert. Das  Rohprodukt wurde durch
Sdulenchromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im

Verhiltnis von 1:7 gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff quantitativ erhalten.

Schmelzpunkt: 54 °C

Drehwert: [a]) =-48° (c =1, CHCL)

R¢=0.02 (Petrolether/Ethylacetat 2:1)

NMR-spektroskopische und massenspektrometrische Daten entsprechen denen des

(S,S)-Enantiomers.

(S,S)-6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) durch Oxidation

Es wurden 300 mg (1.23 mmol) (S,S)-Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114) in 100 mL Toluol mit
700 mg (1.23 mmol) Silbercarbonat versetzt und 13 Stunden unter Riickfluss geriihrt. Es
wurden 154 mg (0.641 mmol, 51 %) (S,S)-6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) erhalten.

(R,R)-6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) durch Oxidation

Es wurden 300 mg (1.23 mmol) (R,R)-Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114) in 100 mL Toluol mit
700 mg (1.23 mmol) Silbercarbonat versetzt und 13 Stunden unter Riickfluss geriihrt. Es
wurden 88 mg (0.34 mmol, 28 %) (R,R)-6-Hydroxy-5-tetradec-2-enolid (F56) erhalten.
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5,6-Di-O-isopropylidentetradec-2-in-1-ol (118)

Es wurden 215 mg (0.89 mmol) Tetradec-2-in-1,5,6-triol (114) mit 15 mL 2,2-
Dimethoxypropan und einer katalytischen Menge PTSA versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde drei Stunden bei 40 °C geriihrt. Anschliefend wurde die Reaktionslosung mit einem
Spatel Natriumcarbonat versetzt und im Vakuum auf das halbe Volumen eingeengt. Es
wurden 20 mL gesittigte Natriumchloridlosung zugegeben, filtriert und das Filtrat mit 20 mL
Ethylacetat versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt, die wéssrige Phase fiinf Mal mit
jeweils 20 mL Ethylacetat extrahiert und das Losungsmittel der vereinigten organischen
Phasen im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch Siulenchromatographie an
Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether/Ethylacetat im Verhéltnis 1:1 gereinigt. Es wurden
136 mg (0.48 mmol, 54 %) orangefarbiges Ol erhalten.

R¢= 0.5 (Petrolether/Ethylacetat 1:1)

"H-NMR [400 MHz, CDCl;] 8[ppm]: 0.90 (t, 3H, *Juismiz = 6.9 Hz, H-14); 1.20-1.38
(m, 12H, H-8,H-9, H-10, H-11, H-12, H-13); 1.38 (s, 6H, -CHj3, isopropyliden); 1.43-1.55
(m, 2H, H-7); 2.52-2.60 (m, 2H, H4); 3.63-3.78 (m, 2H, H-5); 3.80-3.88 (m, 2H, H-6); 4.29
(s, 1H, H-1).

BC-NMR [101 MHz, CDCls] 8[ppm]: 14.46 (q, 1C, C-14); 23.37 (t, 1C, C-4); 27.41, 27.48
(q, 2C, CH3 isopropyliden); 25.97, 29.91, 30.00, 30.08, 32.94, 33.35 (t, 6C, C-7, C-8, C-9,
C-10, C-11, C-12, C-13); 51.64 (t, 1C, C-1); 73.47 (s, 1C, C-2); 74.47 (d, 1C, C-3); 80.89
(d, 1C, C-5); 82.73 (s, 1C, C-6); 110.54 (s, 1C, -C(CH3),, isopropyliden).

MS (EL 70 eV) [m/z]: 39 (15), 40 (4), 41 (51), 42 (11), 43 (100), 44 (4), 51 (3), 52 (5), 53
(12), 54 (5), 55 (57), 56 (8), 57 (37), 58 (4), 59 (74), 60 (3), 65 (9), 66 (4), 67 (33), 68 (7), 69
(34), 70 (6), 71 (13), 73 (3), 77 (8), 78 (2), 79 (26), 80 (5), 81 (71), 82 (7), 83 (17), 84 (3), 85
(9), 91 (22), 92 (3), 93 (18), 94 (4), 95 (48), 96 (5), 97 (8), 99 (3), 105 (13), 107 (11), 108 (4),
109 (66), 110 (6), 111 (5), 113 (3), 119 (9), 121 (5), 123 (4), 133 (6), 137 (5), 147 (2), 155
(6), 169 (3), 189 (2), 207 (5), 213 (38), 214 (5), 267 (66), 268 (11), 282 (0.1).
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5,6-Di-O-isopropylidentetradec-2-en-1-ol (119)

Die Durchfiihrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift 2: Eine Spatelspitze
5,6-Di-O-isopropylidentetradec-2-in-1-ol (118) wurde in diesem Testansatz in 5 mL Ethanol
vier Stunden hydriert. Der Umsatz war quantitativ. Das Rohprodukt wurde ausschliefSlich

gaschromatographisch-massenspektrometrisch untersucht.

R¢= 0.5 (Petrolether/Ethylacetat 1:1)

MS (EI, 70 eV) [m/z]: 39 (16), 40 (5), 41 (68), 42 (15), 43 (100), 44 (5), 53 (9), 54 (14), 55
(58), 56 (14), 57 (41), 58 (7), 59 (96), 60 (3), 65 (4), 66 (5), 67 (40), 68 (9), 69 (43), 70 (19),
71 (21), 77 (5), 79 (20), 80 (4), 81 (52), 82 (10), 83 (42), 84 (20), 85 (17), 91 (6), 93 (21), 94
(6), 95 (58), 96 (10), 97 (14), 98 (5), 99 (7), 107 (11), 109 (12), 110 (3), 111 (9), 113 (7), 121
(9), 123 (4), 124 (3), 125 (2), 127 (2), 135 (5), 137 (11), 141 (11), 155 (29), 156 (4), 169 (3),
191 (2), 209 (3), 213 (97), 214 (14), 269 (45), 270 (8), 284 (5)
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Sicherheit und Entsorgung

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chemikalien sind in der nachfolgenden Tabelle

aufgelistet. Die verwendeten Gefahrstoffe sind, soweit bei diesen eine Einstufung vorliegt,

mit den jeweiligen Gefahrensymbolen und zugehorigen R- und S-Sétzen versehen worden.

Die Erlauterung der R- und S-Sitze sowie die Bedeutung der Gefahrensymbole sind im

Anschluss an die Tabelle aufgelistet.

Noch nicht

eingestufte Verbindungen wurden als

Verbindungen sind in der Tabelle nicht gelistet.

Verwendete Chemikalien

Substanzname
2,2-Dimethoxypropan
2,3-Dimethylbut-2-en
3,4-Dihydro-2H-pyran
Abietinsdure:
Acetanhydrid

Aceton

Acetonitril
AD-mix-o/f
Ammoniumchlorid
Benzol:

Benzol-d6
Benzylalkohol
Benzylbromid
Bromwasserstoffsdure 48 %
Boran-Dimethylsulfid-
Komplex

Boran-THF-Komplex

Bortrifluorid Et,O-Komplex
Brom

Butan-1-ol

Gefahrensymbole
F, Xi
F

F, Xn
Xi

C

F, Xn
F, Xn
Xn
Xn

F, T
F, T
Xn
Xi

C, Xn
F, Xn
T',F,C

T,C,N
Xn
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R-Sitze

11-36-66

11

11-19-36/38-20
36/37/38-51/53
10-20/22-34
11-36-66-67
11-20/21/22-36
20/21/22

22-36
45-11-48/23/24/25
45-11-48/23/24/25
20/22

36/37/38

35-37
11-14-41-37/38

11-14/15-19-22-
36/37/38
10-15-22-23-34
26-35-50
10-22-37/38-41-67

Gefahrstoffe

behandelt. Diese

S-Satze
9-16-26

26
9-16-29-43.3
26-36
26-36/37/39-40
9-16-26
16-36/37
26-36/37/39-22
22

53-45

53.1-45

26

39

26-45-7/9
16-26-36

16-26-33-36

26-36/37/39-43-45

7/9-26-45-61
13-26-37/39-46-7/9



Calciumhydrid F 15 7/8-24/25-43.6
Césiumcarbonat Xi 36/37/38 22-26
Chinolin Xn 21/22 24/25-36/37
Chlor T,N 23-36/37/38-50 1/2-9-45-61
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22  36/37
Cyclohexen F, Xn 11-21/22 16-23.2-33-36/37
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
Diethylenglycol- T, Repr. Cat. 60-61-10-19 53.1-45
dimethylether
Diethylether F', Xn 12-19-22-66-67 9-16-29-33
Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Dimethylsulfat T 45-E25-E26-34-43-  53-45

68
Dimethylsulfoxid-d6 Xn 20/21/22-38
(DMSO-d6)
Essigsdure 100% C 10-35 23.2-26-45
Ethanol F 11 7-16
Ethylacetat F, Xi 11-36-66-67 16-26-33
Ethylacetylen-carboxylat Xi 10-36/37/38 24-26
Hept-1-in F 11
Imidazol C 22-34 26-36/37/39-45
Iod Xn, N 20/21-50 23.2-25-61
Kaliumbromid Xn 36/37/38 26-36
Kieselgel60 Xi 40-37 22-24/25
Kupfer(I)-iodid N 50/53 22-61
Kupfer-(II)-sulfat Xn, N 22-36/38-50/53 22-60-61
Lindlar-Katalysator Xn 20/22-33 22-36/37/39
Lithiumaluminiumhydrid F 15 24/25-43.12-7/8
Lithiumhydroxid 35 26-36/37/39-45
Magnesium F 11-15 7/8-43.6
Magnesiumsulfat Hydrat 22-24/25
m-Chlorperbenzoesdure 0O, Xn 5-8-36/37/38 17-26-36
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
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Methansulfonsdure-amid
Molekularsieb
N,N-Dimethylaminopyridin

N,N-Dimethylformamid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumchlorit
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid, 36 %
Losung

Natriumiodid
Natriumpyrosulfit
n-Butyllithium1.6 M Lsg. in
Hexan

n-Hexan

n-Pentan
Oxalylchlorid:
Palladium/Aktivkohle
Petrolether 50-70

Phosphormolybdénsaure 20
% Losung in Ethanol
Propiolsdureethylester
p-Toluolsulfonséure
p-Toluolsulfonsdurechlorid
Pyridin:

Salzsdure, SM

Salzsaure, 0,1M

Salzsdure

Schwefel
Schwefelsdure1 0OM

Selen

F, Repr. Cat.

Xn

Xn

C

Xn
Xn
F,C,N

F, Xn, N, Repr.

Cat. 3
F', Xn, N

F, Xn, N

F,C

Xi

F, Xn

s o T 0O
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36/38
36/37
25-27-34

61-20/21-36
36
22-32-41

35

36/38

22-31-41
14/15-17-34-48/20-
51/53-62
11-38-48/20-51/53-
62-65-67
12-51/53-65-66-67
14-23-34-37

10
11-38-48/20-51/53-
62-65-67

11-34

36/37/38

34
11-20/21/22
Xi

34/37

11

35
23/25-33-53

22

26
26-28.2-36/37/39-
45

53.1-45

22-26

14-26-36/37/39

26-37/39-45

26

26-39-46
6.1-26-33-
36/37/39-45-61-62
9-16-29-33-36/37-
61-62
9-16-29-33-61-62
26-36/37/39-45
14-16-22
16-23.2-24-33-
36/37-61-62
26-36/37/39-45

26-37
26-36/37/39-45
26-28.1

Xi
26-36/37/39-45
16-26

26-30-45
20/21-28-45-61



Silbernitrat C,N
tert.-Butanol F, Xn
Tetrachlorkohlenstoff T,N
Tetrahydrofuran F, Xn
Toluol F, Xn
Triethylamin F, Xi
Trifluoracetanhydrid C
Triphenylphosphin Xn, N
Triphenylphosphinoxid Xn

Wasserstoff F"
Wasserstoffperoxid 35% C

Bedeutung der Gefahrensymbole:

E Explosionsgeféhrlich
O Brandfordernd

C Atzend

F Leichtendziindlich

F Hochentziindlich

T Giftig

T Sehr giftig

Xn  Gesundheitsschidlich
Xi Reizend

N Umweltgefihrlich
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34-50/53

11-20
23/24/25-40-48/23-
52/53-59
11-19-36/37

11-20
11-20/21/22-35

14-20-35-52/53
43-48/20/22-50/53
22-36/37/38

12

34

26-45-60-61
9-16
23-36/37-45-59-61

16-29-33
16-25-29-33
3-16-26-29-
36/37/39-45
9-26-36/39-61
22-24-37
9-16-33
28.1-36/39-45



Sicherheitshinweise R- und S-Satze

R-Séatze: Hinweis auf besondere Gefahren

R1 Im trockenen Zustand explosionsgefahrlich

R2 Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen explosionsgeféhrlich

R3 Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen besonders
explosionsgefdhrlich

R 4 Bildet hochempfindliche explosionsgeféhrliche Metallverbindungen

RS Beim Erwérmen explosionsfahig

R6 Mit und ohne Luft explosionsfihig

R7 Kann Brand verursachen

R 8 Feuergefahr bei Berithrung mit brennenden Stoffen

R9 Explosionsgefahr bei Mischung mit brennbaren Stoffen

R 10 Entziindlich

R 11 Leichtentziindlich

R12 Hochentziindlich

R 13 Hochentziindliches Fliissiggas

R 14 Reagiert heftig mit Wasser

R 15 Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase

R 16 Explosionsgeféhrlich in Mischung mit brandfoérdernden Stoffen

R 17 Selbstentziindlich an der Luft

R 18 Bei Gebrauch Bildung explosionsfahiger / leichtentziindlicher Dampf-
Luftgemische moglich

R 19 Kann explosionsfahige Peroxide bilden

R 20 Gesundheitsschédlich beim Einatmen

R 21 Gesundheitsschédlich bei Beriihrung mit der Haut

R 22 Gesundheitsschédlich beim Verschlucken

R 23 Giftig beim Einatmen

R 24 Giftig bei Beriihrung mit der Haut

R 25 Giftig beim Verschlucken

R 26 Sehr giftig beim Einatmen

R 27 Sehr giftig Berithrung mit der Haut

R 28 Sehr giftig beim Verschlucken

R 29 Entwickelt bei Berlihrung mit Wasser giftige Gase

R 30 Kann bei Gebrauch leicht entziindlich werden
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R 31
R 32
R 33
R 34
R 35
R 36
R 37
R 38
R 39
R 40
R 41
R 42
R 43
R 44
R 45
R 46
R 47
R 48
R 49
R 50
R 51
R 52
R 53
R 54
R 55
R 56
R 57
R 58
R 59
R 60
R 61
R 62
R 63
R 64

Entwickelt bei Berithrung mit Sdure giftige Gase
Entwickelt bei Beriihrung mit Sdure sehr giftige Gase
Gefahr kumulativer Wirkungen

Verursacht Verdtzungen

Verursacht schwere Verdtzungen

Reizt die Augen

Reizt die Atmungsorgane

Reizt die Haut

Ernste Gefahr irreversiblen Schadens

Irreversibler Schaden moglich

Gefahr ernster Augenschiden

Sensibilisierung durch Einatmung moglich

Sensibilisierung durch Hautkontakt moglich
Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss

Kann Krebs erzeugen

Kann vererbbare Schiden verursachen

Kann Missbildungen verursachen

Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei langerer Exposition.
Kann Krebs erzeugen beim Einatmen

Sehr giftig fiir Wasserorganismen

Giftig fiir Wasserorganismen

Schidlich fiir Wasserorganismen

Kann in Gewissern langerfristig schadliche Wirkungen haben
Giftig fiir Pflanzen

Giftig fiir Tiere

Giftig fiir Bodenorganismen

Giftig fiir Bienen

Kann lingerfristig schddliche Wirkungen auf die Umwelt haben
Gefihrlich fiir die Ozonschicht

Kann die Fortpflanzungsfahigkeit beeintridchtigen

Kann das Kind im Mutterleib schiadigen

Kann moéglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen
Kann das Kind im Mutterleib mdglicherweise schidigen

Kann Séuglinge tiber die Muttermilch schiadigen
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Kombinationen der R-Sétze

R 14/15
R 15/29
R 20/21
R 21/22
R 20/22
R 20/21/22

R 23/24
R 24/25
R 23/25
R 23/24/25
R 26/27
R 27/28
R 26/28
R 26/27/28
R 36/37
R 37/38
R 36/38
R 36/37/38
R 39/23
R 39/23/24

Reagiert heftig mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase
Reagiert mit Wasser unter Bildung giftiger und hochentziindlicher Gase
Gesundheitsschédlich beim Einatmen und bei Beriihrung mit der Haut
Gesundheitsschidlich bei Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken
Gesundheitsschédlich beim Einatmen und Verschlucken
Gesundheitsschédlich beim Einatmen, Verschlucken und Berithrung mit der
Haut

Giftig beim Einatmen und bei Beriihrung mit der Haut

Giftig bei Berlihrung mit der Haut und beim Verschlucken

Giftig beim Einatmen und Verschlucken

Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut

Sehr giftig beim Einatmen und bei Beriihrung mit der Haut

Sehr giftig bei Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen und Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut
Reizt die Augen und die Atmungsorgane

Reizt die Atmungsorgane und die Haut

Reizt die Augen und die Haut

Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei

Beriihrung mit der Haut

R 39/23/24/25 Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Beriihrung mit

R 39/23/25

R 39/24
R 39/24/25

R 39/25
R 39/26
R 39/26/27

der Haut und durch Verschlucken

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und durch
Verschlucken

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit der Haut
Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit der Haut und
durch Verschlucken

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen

Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und bei

Beriihrung mit der Haut
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R 39/26/27/28 Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Beriihrung
mit der Haut und durch Verschlucken

R 39/26/28  Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen und
Verschlucken

R 39/27 Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Berithrung mit der Haut

R 39/27/28  Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit der Haut
und durch Verschlucken

R 39/28 Sehr giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Verschlucken

R 40/20 Gesundheitsschidlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen

R 40/20/21  Gesundheitsschddlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen
und bei Beriihrung mit der Haut

R 40/20/21/22 Gesundheitsschidlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen,
Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken

R 40/20/22  Gesundheitsschidlich: Mdoglichkeit irreversiblen Schadens durch Einatmen
und durch Verschlucken

R 40/21 Gesundheitsschéddlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit
der Haut

R 40/21/22  Gesundheitsschidlich: Mdglichkeit irreversiblen Schadens bei Beriihrung mit

der Haut und durch Verschlucken

R 40/22 Gesundheitsschéddlich: Moglichkeit irreversiblen Schadens durch Verschlucken
R 42/43 Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt moglich
R 48/20 Gesundheitsschédlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei langerer

Exposition durch Einatmen

R 48/20/21  Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschéden bei ldngerer
Exposition durch Einatmen und durch Beriihrung mit der Haut

R 48/20/21/22 Gesundheitsschidlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei langerer
Exposition durch Einatmen, Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken

R 48/20/22  Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschéden bei lingerer
Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken

R 48/21 Gesundheitsschédlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei langerer
Exposition durch Beriihrung mit der Haut

R 48/21/22  Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer

Exposition durch Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken
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R 48/22 Gesundheitsschédlich: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei langerer
Exposition durch Verschlucken

R 48/23 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei langerer Exposition durch
Einatmen

R 48/23/24  Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei lingerer Exposition durch
Einatmen und durch Berlihrung mit der Haut

R 48/23/24/25 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch
Einatmen, Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken

R 48/23/25  Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei lingerer Exposition durch
Einatmen und durch Verschlucken

R 48/24 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei langerer Exposition durch
Beriihrung mit der Haut

R 48/24/25  Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschiden bei lingerer Exposition durch

Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken

R 48/25 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschdden bei langerer Exposition durch
Verschlucken

R 50/53 Sehr giftig fiir Wasserorganismen, kann in Gewéssern langerfristig schiadliche
Wirkungen haben

R 51/53 Giftig fiir Wasserorganismen, kann in Gewéssern langerfristig schadliche
Wirkungen haben

R 52/53 Schéadlich fiir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schidliche
Wirkungen haben
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S-Sitze: Sicherheitsratschlige

S1 Unter Verschluss aufbewahren

S2 Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen

S3 Kiihl autbewahren

S4 Von Wohnplitzen fernhalten

S5 Unter ... aufbewahren (Geeignete Fliissigkeit vom Hersteller anzugeben)
S6 Unter ... autbewahren (inertes Gas vom Hersteller anzugeben)

S7 Behilter dicht geschlossen halten

S8 Behilter trocken halten

S9 Behilter an einem gut beliifteten Ort aufbewahren

S 12 Behilter nicht gasdicht verschlieBen

S13 Von Nahrungsmitteln, Getrdnken und Futtermitteln fernhalten

S 14 Von ... fernhalten (inkombatible Substanzen vom Hersteller anzugeben)
S 15 Vor Hitze schiitzen

S16 Von Ziindquellen fernhalten - Nicht rauchen

S 17 Von brennbaren Stoffen fernhalten

S 18 Behilter unter Vorsicht 6ffnen und handhaben

S 20 Bei der Arbeit nicht essen und trinken

S 21 Bei der Arbeit nicht rauchen

S22 Staub nicht einatmen

S 23 Gas / Rauch / Dampf/ Aerosol nicht einatmen

S 24 Beriihrung mit der Haut vermeiden

S 25 Beriihrung mit den Augen vermeiden

S 26 Bei Beriihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspiilen und den

Arzt konsultieren

S 27 Beschmutzte, getrinkte Kleidung sofort ausziehen

S 28 Bei Beriihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel ... (vom Herstellen
anzugeben)

S 29 Nicht in die Kanalisation gelangen lassen

S 30 Niemals Wasser hinzugief3en

S 33 Maflnahmen gegen elektromagnetische Aufladungen treffen

S 34 Schlag und Reibung vermeiden

S 35 Abfille und Behélter miissen in gesicherter Weise beseitigt werden

S 36 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen
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S 37 Geeignete Schutzhandschuhe tragen

S 38 Bei unzureichender Beliiftung Atemschutzgerit anlegen

S 39 Schutzbrille / Gesichtsschutz tragen

S 40 FuBboden und verunreinigte Gegenstdnde mit ... reinigen (vom Hersteller
anzugeben)

S41 Explosions- und Brandgase nicht einatmen

S 42 Beim Réiuchern/Verspriihen geeignetes Atemschutzgerit anlegen (geeignete

Bezeichnung[en] vom Hersteller anzugeben)
S 43 Zum Loschen verwenden ... (vom Hersteller anzugeben) (wenn Wasser die

Gefahr erhoht, einfiigen: Kein Wasser verwenden)

S 44 Bei Unwohlsein drztlichen Rat einholen

S 45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich dieses Etikett
vorzeigen)

S 46 Bei Verschlucken sofort drztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett
vorzeigen

S 47 Nicht aufbewahren bei Temperaturen iiber ... °C (vom Hersteller anzugeben)

S 48 Feucht halten mit ... (geeignetes Mittel vom Hersteller anzugeben)

S 49 Nur im Originalbehilter aufbewahren

S 50 Nicht mischen mit ... (vom Hersteller anzugeben)

S5l Nur in gut beliifteten Bereichen verwenden

S 52 Nicht groBflachig fiir Wohn und Aufenthaltsriume zu verwenden

S 53 Explosion vermeiden - vor Gebrauch besondere Einweisungen einholen

S 54 Vor Ableitung in Kldranlagen Einwilligung der zustdndigen Behorden
einholen

S 55 Vor Ableitung in die Kanalisation oder in Gewésser nach dem Stand der
Technik behandeln

S 56 Diesen Stoff und seinen Behilter der Problemabfallentsorgung zufiihren

S 57 Zur Vermeidung einer Kontamination der Umwelt geeigneten Behilter
verwenden

S 58 Als gefahrlichen Abfall entsorgen

S 59 Informationen zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim Hersteller /

Lieferanten erfragen

S 60 Dieser Stoff und sein Behilter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen
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S 6l

S 62

Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen
/ Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen
Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeifiihren. Sofort drztlichen Rat einholen

und Verpackung oder dieses Etikett vorzeigen

Kombination der S-Satze

S1/2
S 3/7
S 3/7/9

S3/9
S 3/14

S 3/9/14

S 3/9/49
S 3/9/14/49

S7/8
S7/9

S 7/47
S 20/21
S 24/25
S 29/56
S 36/37
S 36/39

S 37/39

S 36/37/39

S 47/49

Unter Verschluss und fiir Kinder unzugénglich aufbewahren

Behilter dicht geschlossen halten und an einem kiihlen Ort aufbewahren
Behilter dicht geschlossen halten und an einem kiihlen, gut geliifteten Ort
aufbewahren

Behilter an einem kiihlen, gut geliifteten Ort autbewahren

An einem kiihlen Ort, entfernt von ... aufbewahren (die Stoffe, mit denen
Kontakt vermieden werden muss, sind vom Hersteller anzugeben)

An einem kiihlen, gut geliifteten Ort, entfernt von ... aufbewahren (die Stoffe,
mit denen Kontakt vermieden werden muss, sind vom Hersteller anzugeben)
Nur im Originalbehélter an einem kiihlen, gut beliifteten Ort aufbewahren
Nur im Originalbehélter an einem kiihlen, gut geliifteten Ort, entfernt von ...
aufbewahren (die Stoffe, mit denen Kontakt vermieden werden muss, sind vom
Hersteller anzugeben)

Behilter trocken und dicht geschlossen halten

Behilter dicht geschlossen an einem gut beliifteten Ort aufbewahren

Behilter dicht geschlossen und nicht bei Temperaturen iiber ... °C aufbewahren
Bei der Arbeit nicht essen, trinken, rauchen

Beriihrung mit den Augen und der Haut vermeiden

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und Schutzbrille /

Gesichtsschutz tragen

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille /
Gesichtsschutz tragen

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille
/ Gesichtsschutz tragen

Nur im Originalbehélter bei einer Temperatur von nicht iiber ... °C (vom

Herstelleranzugeben) aufbewahren
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