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Abkiirzungen und Begriffserklarungen

Die Klassifizierung der Kéfer erfolgt nach folgender Systematik:

Ordnung: Coleoptera (Kéfer)

Familie: Chrysomelidae (Blattkéfer)

Unterfamilie: Chrysomelinae
Unterunterfamilie: Chrysomelina
Gattung: Chrysomela
Art: lapponica

Alle physikalischen Basisgroen und abgeleitete GroBen werden mit den international

festgelegten Formelzeichen und den zugehorigen Einheiten des internationalen Systems (SI)

abgekiirzt.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Verteidigungsstrategien bei Blattkiifern

Blattkédfer (Coleoptera: Chrysomelidae) stellen mit etwa 40000 beschriebenen Arten
weltweit die zweitgroBBte Gruppe innerhalb der Ordnung der Coleoptera (Kéifer)
dar. In Deutschland gibt es ca. 470 Arten. Als Pflanzenfresser schidigen die
Blattkiafer oft Nutzpflanzen oder Waldbestinde. Der wohl bekannteste Vertreter ist
der Kartoffelkdfer (Leptinotarsa decemlineata, Chrysomelinae). Bei einem Grofiteil
der Blattkéfer findet der gesamte Lebenszyklus von den Eiern iiber die Larven bis hin
zu den Imagines auf den Blattoberfldchen ihrer Wirtspflanzen statt. Deshalb sind alle
Entwicklungsstadien dieser Blattkéfer verschiedenen duBleren Einfliissen ausgesetzt,
die den Fortbestand bedrohen kénnen. Pridatoren', wie Vogel, Spinnen oder
rduberische Ameisen, finden unter den Kifern ein reichhaltiges Nahrungsangebot.
Aber die Insekten sind auch mikrobiellen Einfliissen durch Pilze, Bakterien und Hefen

[23.43. 9. 301 " AIs Reaktion auf diese stindige Bedrohung hat sich im Laufe

ausgesetzt
der Evolution innerhalb der Kéfer eine enorme Vielfalt an Verteidigungsstrategien
heraus gebildet. Dazu gehoren physische Eigenheiten der Imagines, Larven und Eier,
bestimmte Verhaltensweisen sowie auch chemische Verteidigungsstrategien. Zu den
kérperlichen Charakteristika zdhlen aposematische Firbungen® bei Imagos, Larven
und Eiern, Mimikry®, die starren Fliigelschilde (Elytren) vieler Kifer und die zihe

[3. 13. 14, 27 59. 60. 66. 82] ‘7erhaltensweisen, wie die Gruppenbildung

Kutikula der Larven
(z.B. Cycloalexie), Abwehrposen, das Hervorwiirgen von Darminhalt oder Beif3en,
tragen zur Verteidigung beil® ® 1 134 Die chemischen Verteidigungsstrategien der
Kéfer und Larven sind auffallend vielfiltig, was nicht zuletzt daran liegt, dass viele
Spezies phytophage® Insekten sind. Deshalb ist die Wehrchemie vieler Kifer dhnlich
vielfaltig wie die chemische Konstitution ihrer Wirtspflanzen und damit eng
verkniipft. Ein eindrucksvolles Beispiel der Verkniipfung von physischer und

chemischer Abwehr zeigen die Fakalschilde bestimmter Blattkéferlarven

! Pradatoren: FraBfeinde
* Aposematische Fiarbung: Warntracht
3 Mimikry: Tarnung durch Nachahmung, z.B. der Umweltfirbung oder Struktur

* Phytophagie: sich von Pflanzen ernihrend
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(Criocerinae, Hispinae, Cassidinae)”’ 24,3199 Dieges ,,Schutzschild schiitzt die Lar-
ven nicht nur physikalisch, sondern sie enthalten u.a. auch Pheophorbide als
Abbauprodukte des Chlorophylls zur chemischen Abwehr von Ameisen!'*”.

Innerhalb der Blattkédferlarven =zeigt sich eine extrem groBe Bandbreite an
Wehrsubstanzen. So finden sich Iridoide’ (Chrysomelina, Phyllodectina), Aldehyde
(Salicylaldehyd) (Chrysomelina), Naphthochinone (Juglon) (Chrysomelina), Ester
(Phenylethylester, Alkyl- oder Alkenylacetate) (Chrysomelina), Sduren (Olsiure)
(Chrysomelina), HCN und Benzaldehyd (Chrysomelina, Paropsina)l™> ! 63- 106 108, 111]

(Tab.: 1-1).

Tabelle 1-1: Ubersicht iiber Wehrsubstanzklassen innerhalb der Blattkiiferlarven!!!> 100-102. 104, 106,
" (Fotos: www.insects.jp, www.koleopterologie.de, www.padil.gov.au (08.05.2009)).

. : : : Chrysomela Gastrophysa
Spezies : Linaeidae aenea : Chrysomela populi : :
: : : lapponica cyanea

Wehrsubstanz 0 Olséure
RUAN
o~ "R
Substanzklasse Iridoide Aldehyde Ester Sduren
. ;' Chrysomela 20- Gastrolina Gastrophysa
Spezies : . Paropsis atomaria :
: punctata depressa atrocyanea
%
Larve

AvY A : o

? o % e

: : : : 2n+1
Wehrsubstanz : HCN 5 O ‘ : "N eH,

; | | LN .

. . H H 3

Alkyl- und

Substanzklasse Aldehyde HCN Juglone Alkenylacetate

"Iridoide: Methylcyclopentanoide Monoterpene
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Doch auch die Kéfer verteidigen sich mit chemischen Substanzen. Diese sind
strukturell haufig anders als die der Larven. Es finden sich hier 3-Nitropropionate des
A*-Isoxazolin-5-onglucosids!’” ' (Chrysomelinae), Pyrrolizidinalkaloide !'*’ (Chry-
somelinae), Cardenolide' (Chrysomelinae), Anthrachinone und Cucurbitacine®

90, 110

(Galerucinae)! ] Iridoidglycoside (Alticinae) und Aminosiurederivate, wie das j

Glutamyldipeptid (Chrysomelinae)™ (Tab.: 1-2).

Tabelle 1-2: Ubersicht iiber Wehrsubstanzklassen innerhalb der Blattkifer 7 ' ' (Fotos:
www.insects.jp, www.koleopterologie.de, www.padil.gov.au (08.05.2009)).

. : : Oreina Diabrotica
Spezies : Oreina gloriosa : o i Chrysomela lapponica :
: i speciosissima : balteata

OH

Wehrsubstanz

i OH

=)

Pyrrolizidin-N- 3-Nitropropionate des

Substanzklasseé Cardenolide ' oxide _ A3-Isoxazolin-5- Cucurbitacine
: : ¢ onglucosids :
Longitarsus
. : Leptinotarsa : : Chrysolina
Spezies : : melano-
: decemlineata : : brunsvicensis
cephalus

"z

OGlu :

: H, ?
© Hooc. N A3 : " :
Wehrsubstanz : ) \”/\>\cooug :
L NS ° : o
{ HOHC 5

Substanzklasse | Aminosiurederivate Ir1d01d.- Polyo.xygeme.rte
: glycoside : Steroidglycoside

! Cardenolide: C-23-Steroide mit CHs-Gruppen an C-10 und C-13, sowie ungesittigtem y-Lacton an
C-17

? Cucurbitacine: tetracyclische Triterpene mit dem Grundgeriist des Gonans
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Die Eier, die oftmals leuchtend gefarbt sind, werden im Blattwerk abgelegt. Damit
sind sie ebenfalls stark durch Pradatoren gefdhrdet. Studien an Plagiodera versicolora
zeigten, dass die Eier nur eine Uberlebensrate von 25% aufweisen und dass Gelege
bis zu 50% zerstort werden konnen. Fiir diese Schiden werden Zugvogel,
Wanzenlarven, rduberische Kifer und Larven, Schwebfliegenlarven, Ei-Parasiten oder
Kannibalismus verantwortlich gemacht. Dadurch ist ein groBer Selektionsdruck
vorhanden, dem die Larven mit chemischer Verteidigung begegnen!'® '], Die Kifer
sequestrieren’' ihre Wehrsubstanzen in die Eier, so dass sich die Wehrchemie der
Adulten und der Eier sehr dhnelt. Auch hier finden sich Cardenolide (Chrysolina)[zé’

231031 soxazolinonglucoside (Chrysomelina, Phyllodectina)!'®”, Salicin (die meisten

[107, 112] [37, 54]
) )

, Anthrachinone

oder Olséure (Gastrophysa cyanea, Chrysomelinae)® ',

Chrysomela Spezies , Cucurbitacine (Galerucinae

(Galerucinae)* 3% 37!

1.2 Evolution der Wehrchemie innerhalb der Chrysomelinae (Coleoptera:

Chrysomelidae)

Innerhalb der Chrysomelina-Larven (z.B. Chrysomela lapponica®) ist eine spezielle,
besonders eindrucksvolle Art der chemischen Verteidigung zu beobachten (Abb.: 1-1,
1-4).

Offnung des Reservoirs
Tuberkel

Driisen- p )
reservoir G 3 Driisenreservoir

Muskeln

Driisen-
zellen

Driisenzellen

Muskeln

Abbildung 1-1: (A) Foto einer Chrysomela populi Larve mit ausgestiilpten Reservoiren (°Antje
Burse), (B) Bild eines Driisenreservoirs mit Driisenzellen von C. lapponica (°Roy Kirsch) und (C)
Detailzeichnung einer Driise von Chrysomela tremula, modifiziert nach Hinton'',

! Sequestrierung: Aufnahme und Speicherung pflanzenbiirtiger Stoffe

2 auch Melasoma lapponica
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Sie besitzen neun paarige Driisen auf ihrem Meso- und Metathorax, sowie auf den
ersten sieben Abdominalsegmenten. Das Driisensystem besteht aus dem
Driisenreservoir, welches mit sekretorischen Driisenzellen verbunden ist. Im Falle
eines Angriffs durch Predatoren stiilpen sie durch Erhéhung des Hdmolymphdrucks
oder Muskeleinsatz ihre Driisenreservoire aus und présentieren kleine Tropfen ihres

40, 62]

Wehrsekrets. Das Wehrsekret kann wieder eingezogen werden! und bis zum

ndchsten Angriff im Reservoir gespeichert werden.

Innerhalb der Chrysomelina haben sich im Laufe der Evolution drei verschiedene

Biosynthesewege heraus gebildet:

A Die de novo Synthese iridoider Monoterpene iiber den Acetat-

Mevalonatweg!*® 87 13
B Die Sequestrierung von Glucosiden!''" '
C Die Kombination aus Sequestrierung und Veresterung glucosidisch

gebundener Blattalkohole mit de novo produzierten Sauren!'* > 12!

Wie die phylogenetische Analyse in Abbildung 1-2 zeigt, ist das Auftreten der
verschiedenen Biosynthesewege eng mit dem Vorkommen an bestimmten

11321 Die basale Gruppe der Iridoidproduzenten (rot) ist nicht

Wirtspflanzen verbunden
auf den Eintrag von Vorldufersubstanzen zum Aufrechterhalten der Wehrchemie
angewiesen. Das erleichterte den Wirtspflanzenwechsel und fiihrte zu einer Vielfalt

an Wirtspflanzen, wie der Stammbaum in Abbildung 1-2b sie représentiert.

Die Sequestrier (griin) bendtigen zur Produktion ihrer Wehrsubstanz Salicylaldehyd
den pflanzlichen Priakursor Salicin. Dieses kommt vorrangig in Weidengewéchsen
(Salix ssp.) vor. Aus diesem Grund zeigt sich hier die Spezialisierung auf nur eine
Wirtspflanze, der Familie der Salicacaeen. Die hoher entwickelte Interrupta-Gruppe
(blau), die nach der Spezies Chrysomela interrupta benannt wurde, zeigt das
Vorkommen an zwei verschiedenen Wirtspflanzen, ndmlich an Salicacaeen und
Betulacaeen. Einige Spezies der Interrupta-Gruppe verteidigen sich mit dem von

1471 dass Salicyl-

Salicin abgeleiteten Salicylaldehyd. Allerdings zeigte Zvereva
aldehyd nicht nur abwehrend, sondern auch anziehend auf bestimmte Parasitoide, wie

die Fliege Megaselia opacicornis wirkt. Durch den hohen pridativen Druck
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wechselten einige Spezies auf Betulacaeen, die kein oder wenig Salicin enthalten. Die
Fahigkeit zur kombinierten Biosynthese erleichterte dabei den Wirtspflanzenwechsel,
da durch die Esterproduktion die chemische Verteidigung aufrechterhalten werden

kann.

C. interrupta™
C. knabi *
C. mainensis™
C. lapponica-Que

|

rt (min.) S b

;

C. lapponica-MC

C. lapponica-Cze

C. lapponica-Fint
c.sp*

| §
¢ H | e St
| ; - C. aenicollis”
| L | ; C. littorea™
\ . C. falsa™
) ad Lh - oo

I

C. walshi *
C. interna™

I

C

C. scripta ]
C. laurentia
C. confluens
r —

C. collaris
C. cuprea

C. populi
C. tremulae

L. aenea
Pl

P. vitellinae__|

P tiblalis

P laticolis =
Ph. b |

|
;
G. viridula I

Pl

Outgroup — — — — — — — —

= gutogenous m— mixed = Salicaceae == Polygonaceae
host derived =omean dual === Belulaceae = Brassicaceae
unknown == Equivocal === Sterculiaceae

Abbildung 1-2: (a) Maximum parsimony- (MP) Rekonstruktion' der Strategien chemischer
Verteidigung: rot, de novo Synthese iridoider Monoterpene; griin, Sequestrierung aromatischer
Glucoside; blau, Sequestrierung und Veresterung glucosidisch gebundener Blattalkohole mit de
novo produzierten Siuren. (b) MP-Rekonstruktion der Wirtspflanzenassoziation. (c-e) Typische
Gaschromatogramme: (c¢) Esterproduktion (blau) im gemischten Metabolismus, (d) dualer
Einsatz von gemischter Biosynthese (blau) und Salicylaldehydproduktion (griin), (e)
Salicylaldehydproduktion (griin) nach Sequestrierung von Salicin. Nach Termonia ef al."?.

1.2.1 Okonomie biochemischer Reaktionen

Eng verkniipft mit der ,,Wahl“ des Biosyntheseweges ist die Okonomie, d.h. das
Aufwand-Leistungs-Verhéltnis der chemischen Verteidigung. Die chemische
Verteidigung wird hdufig mit ihren energetischen Kosten in Verbindung gebracht. Im
Allgemeinen wird angenommen, dass jeder Verlust der Fitness, der durch die Kosten
der chemischen Verteidigung aufgebracht werden muss, durch den Gewinn an

[11

effektiver Verteidigung kompensiert werden muss!''!. Als Kosten werden dabei alle

" minimaler Austausch an Nucleotiden (bzw. an Aminoséuren), um von der urspriinglichen Sequenz an

der Basis des Baumes zu den heutigen Sequenzen zu gelangen
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Quellen, wie z.B. Aminosiuren, Glucose oder ATP, bezeichnet, die zur Synthese oder
Speicherung von Wehrsubstanzen dienen. So miissen Edukte fiir die de novo Synthese
produziert werden, Enzyme werden zur Katalyse von biochemischen Reaktionen
benétigt und sequestrierte Substanzen miissen aus dem Darm heraus transportiert,
gespeichert und gegebenenfalls detoxifiziert werden!™.

Der Wechsel von der aufwéndigen de novo Synthese von Iridoiden zur
kostengiinstigen Sequestrierung von Salicin resultiert in einer zusitzlichen Aufnahme
des Nihrstoffes Glucose in den Organismus. Die Menge an sequestrierter Glucose
kann dabei bis zu einem Drittel des tdglichen Kalorienbedarfs der Larven decken. Das
wirkt sich positiv auf den larvalen Energichaushalt aus und korreliert mit einer
gesteigerten relativen Wachstumsrate der Larven. Sequestrierende Spezies (z.B.
Chrysomela populi, Phratora vitellinae) produzieren ein drei- bis vierfach grofleres
Volumen an Wehrsekret als die de novo Produzenten'''”). Sie sind zudem in der Lage,
durch das groBe externe Angebot an Salicin in den Salicacaeen diese Substanz in die
Eier zu sequestrieren. Zusitzlich werden Isoxazolinonglucoside und deren 3-
Nitropropionate in die Eier sequestriert. Diese Substanzen haben sich als hochst
abwehrend und giftig gegen die Ameisenspezies Myrmica rubra erwiesen. Dadurch
sind die Eier ebenfalls vor Predatoren geschiitzt!'® ' %%l Ein Nachteil der Se-
questrierung wird deutlich, wenn die Spezies aufgrund von hohem préidativen Druck
oder einer Verkleinerung des Nahrungsangebots durch Kompetitoren zu einem
Wirtspflanzenwechsel gezwungen werden. In diesem Fall verlieren die Spezies bei
fehlenden Prikursoren mdoglicherweise vollstdndig ihre chemische Verteidigung. Die
Moglichkeit zur kombinierten Biosynthese eroffnet so die Moglichkeit, in diesem Fall
auf die de novo Synthese von Wehrsubstanzen zuriickzugreifen. Dadurch bleibt die
chemische Verteidigung erhalten. Die Riickkehr zur Sequestrierung ist dann abhéngig
von der physiologischen Ausstattung des Insekts mit geeigneten Transportern und
Enzymen zur Produktion von Wehrsubstanzen. Eine kombinierte Biosynthese, wie
Chrysomela lapponica sie durchfiihrt, ist dabei relativ ungewohnlich, denn diese
Spezies (und alle anderen der Interrupta-Gruppe''*) produziert einen extrem groBen
und vielfdltigen Pool an Wehrsubstanzen durch den simultanen Einsatz und die
Verkniipfung beider Strategien. Durch eine breite Substrattoleranz ihrer Transporter
und Enzyme ist es mdglich, auch strukturell verschiedene Substanzen der neuen

Wirtspflanze fiir die Biosynthese von Wehrsubstanzen zu akquirieren.
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1.2.2 Kombinierte Biosynthese in anderen Spezies

Die Strategie einer kombinierten Biosynthese ist von Vorteil, weil durch de novo
Synthese die Abhingigkeit von einer bestimmten Wirtspflanze reduziert wird. Auf der
anderen Seite besteht die Moglichkeit, durch Sequestrierung eine relativ
kostenglinstige Strategie der Biosynthese zu realisieren. Blattkidfer der Gattung Oreina
machen sich eine solche Strategie zu Nutze, indem sie zwischen der de novo Synthese
von Cardenoliden und Sequestrierung von Pyrrolizidinalkaloid(PA)-N-oxiden
wechseln. Welche Strategie eingesetzt wird, hingt von der Verfiigbarkeit von PA-
enthaltenden und nicht PA-enthaltenden Wirtspflanzen ab!'®®!. Iridoid-produzierende
Larven der Spezies Plagiodera versicolora und Phratora laticollis sind in der Lage
zwischen der de novo Synthese des Iridoid-Vorldufers 8-OH-Geraniolglucosid und
der Sequestrierung dieses Edukts aus Pflanzen zu wechseln. So kann auch im Falle
eines Wirtspflanzenwechsels die chemische Verteidigung aufrechterhalten werden!”®),
Auch auBlerhalb der Ordnung der Kifer findet sich ein solches Phdnomen.
Schmetterlings-Larven der Spezies Heliconius (Lepidoptera: Nymphalidae:
Heliconiinae) besitzen die Fahigkeit, in Abhingigkeit von der Wirtspflanzenchemie
(Passiflora ssp.) entweder Monoglucosyl-Cyclopentenyl-Cyanogene zu sequestrieren

oder aliphatische cyanogene Glucoside de novo aus Aminosduren herzustellen™,

1.3 Der Blattkifer Chrysomela lapponica

Wihrend viele sequestrierende Spezies Wirtspflanzen einer bestimmten Familie
fressen, wurde fiir einen Vertreter der Interrupta-Gruppe bereits nachgewiesen, dass er
in der Lage ist, mit Wirtspflanzen unterschiedlicher Familien umzugehen.
Chrysomela lapponica ist innerhalb der Interrupta-Gruppe die einzige Spezies, deren
allopatrische! ~ Populationen  entweder —auf Weiden-  (Salicaceae)  oder
Birkengewichsen (Betulaceae) leben®* * ** #8 Die kasachische Population aus der
Westaltai-Region ist sogar in der Lage, parallel auf beiden Wirtspflanzen-Spezies zu

fressen (Abb.: 1-3).

' Allopatrie: das Nicht-Uberschneiden, d.h. die vollstindige rdumliche Trennung, der

Verbreitungsgebiete von Arten, Unterarten oder Populationen
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Abbildung 1-3: (A) Fundort der kasachischen Chrysomela lapponica Population im Westaltai. (B)
Ineinanderwachsende Weiden und Birken, auf denen die Larven parallel fressen konnen
(°Wilhelm Boland).

C. lapponica ist nur in der Paldarktis verbreitet und hier von Nordlappland bis zu den

Pyrenden, und vom Ostlichsten Teil Russlands (Kamchatka) bis Nordjapan

(89, 125

anzutreffen ] Wihrend die Art in Nordeuropa relativ kontinuierlich verbreitet ist,

beschrinken sich die Vorkommen in Mitteleuropa auf einzelne inselartige, meist

héher gelegene, kiihle und feuchte Biotope!** ™!,

Abbildung 1-4: Chrysomela lapponica. (A) Imago (°Karla Tolzin-Banasch), (B) Larve (°Kerstin
PloB).

Chrysomela lapponica ist als Vertreter der Interrupta-Gruppe in der Lage, in
Abhiangigkeit von der Wirtspflanzenchemie sowohl Salicylaldehyd als auch die
bereits beschriebenen Ester (Kap.: 1.2) zu biosynthetisieren. Die Biosynthese der

Ester in den Larven ist noch nicht eingehend untersucht worden. Bereits bekannt ist,
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dass die Ester durch eine kombinierte Biosynthese hergestellt werden. Glucosidisch
gebundene Blattalkohole werden in das Driisenreservoir transportiert!’*]. Dort wird die
Glucose-Einheit durch eine Glucosidase abgespalten, so dass der Alkohol frei
vorliegt. Diesen Teil der Biosynthese bezeichnet man als Sequestrierung. Der
Acylrest wird de novo aus dem internen larvalen Aminoséurepool gebildet!'* '*!). Im
Reservoir findet schlieBlich die Acylierung der Alkohole mit Hilfe einer
Acyltransferase!! statt und die Ester werden gebildet. Uber den Mechanismus der
Acylierungsreaktion, die Natur des reaktiven Acyldonors, sowie den Ort des
Aminosdureabbaus zu Siuren ist bisher nichts bekannt.

Zur Untersuchung des Transports von glucosidisch gebundenen Blattalkoholen

4135 36]

wurden bereits 2001 in dieser Arbeitsgruppe Thioglucoside eingefiihrt. Fel und

(7371 untersuchten die Transporteigenschaften der Thioglucoside in

spater auch Kuhn
das Driisenreservoir mit diesen synthetischen Analoga der Blattalkoholglucoside.
Thioglucoside als Schwefelanaloga der natiirlichen Glucoside dhneln den natiirlichen
O-Glucosiden stark in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften. Der
wesentliche Unterschied zu den O-Glucosiden besteht in der Bestindigkeit gegeniiber
hydrolysierenden Enzymen wie beispielsweise Glucosidasen'”!. Aufgrund dieser
Eigenschaft konnte nachgewiesen werden, dass das Aglucon erst im Reservoir
abgespalten wird. Zudem sind die Glucosidtransporter in C. lapponica gegeniiber
ausschlieBlich sequestrierenden Spezies oder de novo Produzenten zwar hochselektiv
fiir Glucoside, nicht aber spezifisch fiir das Aglucon!”,

Der Ursprung des Acylrests der Ester wurde in Analogie zu anderen Spezies in
Aminosduren vermutet. Ein Nachweis dieses Biosyntheseweges erfolgte 1997 von
Schulz et al., indem [*Hg]-Valin in die Larven injiziert und der Einbau in Isobutyrate
mit GC-MS verfolgt wurde!'*'.

Trotz dieser Ergebnisse konnte in der Vergangenheit leider kein detaillierter
Biosyntheseweg fiir die Esterproduktion postuliert werden. Und obwohl vielfiltige
Anstrengungen unternommen wurden, den enzymatisch katalysierten Schritt der

[73]

Veresterung aufzukldren' ™, gibt es bis heute keinen sinnvollen Vorschlag fiir diesen

wichtigen Teilschritt der Biosynthese.
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2 Aufgabenstellung

Quantifizierung der Sekretinhaltsstoffe

Hilker und Schulz verdffentlichten 1994 eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung
des Wehrsekrets von C. lapponica in Abhingigkeit von der Wirtspflanzenchemiel™®!.
Diese Arbeit beinhaltete nicht die Quantifizierung der Substanzen. Das jedoch ist
wichtig, um den Import von Wehrsubstanzvorstufen zu charakterisieren. Weiterhin
stellt sich die Frage, ob es Priaferenzen fiir den Import bestimmter Substanzen gibt und
ob hochkonzentrierte Hauptsubstanzen mit entsprechendem toxischen Potential
vorhanden sind? Zudem ist es von Interesse, die Wehrchemie der verschiedenen
Populationen von C. lapponica untereinander und mit der anderer Arten zu
vergleichen, um Riickschliisse auf die evolutionire Entwicklung zu ziehen. Deshalb

sollen in der vorliegenden Arbeit die wesentlichen Substanzen im Sekret von C.

lapponica identifiziert und quantifiziert werden.

Korrelation Wehrsubstanzen vs. Wirtspflanzenchemie

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits Untersuchungen zum Transport von
glucosidisch gebundenen Wehrsubstanzvorstufen in das Reservoir durchgefiihrt!* 7>,
Diese wurden allerdings mit synthetischen Thioanaloga der natiirlichen O-Glucoside
und unnatiirlichen (hohen) Konzentrationen durchgefiihrt. Aus diesem Grund sind die
daraus gewonnenen Ergebnisse im Hinblick auf die natiirliche Transportkapazitit und
Selektivitdt nur bedingt aussagekréftig. Um eine Aussage liber das natiirliche Ausmaf3
des Transports treffen zu konnen, soll in dieser Arbeit die Zusammensetzung des

Wehrsekrets mit der Zusammensetzung der entsprechenden Vorstufen in der

Wirtspflanze verglichen werden.

Insektizide und mikrobiologische Wirksamkeit des Wehrsekrets

Daran schlieBt sich die Frage nach der Wirksamkeit der einzelnen Substanzen auf
verschiedene Organsimen an. Bisherige Arbeiten iliber das Wehrsekret von C.
lapponica zeigten lediglich, dass Salicylaldehyd sowohl abwehrend auf Ameisen als

auch antimikrobiell wirkt. Es soll nun gezeigt werden, welche anderen Substanzen im
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larvalen Sekret eine Wirkung auf ausgewihlte Bakterien, Hefen und Pilze haben.

Daraus kann moglicherweise auch ein Wirkmechanismus abgeleitet werden.

Aufklarung der Teilschritte der Biosynthese

Im Gegensatz zu anderen Spezies der Chrysomelina, die auf bestimmte Wirtspflanzen
festgelegt sind, gibt es bei C. lapponica allopatrische Populationen auf Weide und
Birke. Eine kasachische Population ist sogar in der Lage, abwechselnd auf Birke und
Weide zu fressen. Diese Flexibilitét erfordert ein hohes Mall an Anpassungsfdhigkeit,
insbesondere weil die sekundiren Pflanzeninhaltsstoffe in beiden Wirtspflanzen-
spezies stark variieren. Die Wehrchemie von C. lapponica basiert auf einem Import
von glucosidisch gebundenen Pflanzeninhaltsstoffen. Um bei einer Verdnderung der
Pflanzeninhaltsstoffe die Verteidigung trotzdem aufrechterhalten zu kdnnen, muss die
Biosynthese (Enzyme, Transporter) flexibel genug sein, um auf diese Anderungen zu
reagieren. Die Strategie der gemischten Biosynthese von Estern, wie sie in der
Interrupta-Gruppe beobachtet wird, ist bisher nur in Ansédtzen untersucht worden.
Aufgrund der enormen Vielfalt an Wehrsubstanzen in den Sekreten wird ein
hocheffektiver und genereller Acylierungsmechanismus vermutet. In dieser Arbeit
soll nun der genaue Biosyntheseweg der Ester untersucht werden, um die enorme

Anpassungsfihigkeit zu erkldren.

Lokalisierung der Biosynthese

Von weiterem Interesse ist die Lokalisierung der einzelnen Teilschritte der
Biosynthese. Finden alle Schritte in dem abgeschlossenen System der Driisen-
reservoire statt oder sind die Teilschritte in unterschiedlichen Kompartimenten
lokalisiert? Von anderen Spezies der Chrysomelina ist bereits bekannt, dass die frithen
Stufen der Iridoidbiosynthese, ndmlich die Bildung des glucosidisch gebundenen 8-
OH-Geraniols, im Fettkorper und erst die Cyclisierung zum Iridoid im Reservoir
stattfindet™. Moglicherweise ist auch in die Esterbiosynthese bei C. lapponica nicht

nur das Reservoir, sondern auch der metabolisch hochaktive Fettkorper involviert.

Ausmal de novo Synthese vs. Sequestrierung.

Von C. lapponica Larven ist bereits bekannt, dass sie einen Teil ithrer Wehrsubstanzen
sowohl sequestrieren als auch de novo produzieren konnen. Das Ausmall und die

Flexibilitdt soll in dieser Arbeit im Detail mit Hilfe der Isotopenmassenspektrometrie
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untersucht werden. Das gibt Aufschluss dariiber, wie anpassungsfahig die Larven an
neue Umweltbedingungen sind und ob sie einen evolutiven Vorteil aus der Fahigkeit

zur kombinierten Bioynthese ziehen kdnnen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Qualitative Analyse des Wehrsekrets von Chrysomela lapponica Larven

In vergangenen Arbeiten wurden bereits Anstrengungen unternommen, die Vielfalt
der Wehrsekretinhaltsstoffe in den allopatrischen Populationen von C. lapponica zu

charakterisieren!*” 4% 38

. Innerhalb der Interrupta-Gruppe variiert die Zusammen-
setzung der Wehrsekrete relativ stark. Diese Variation ist zum einen auf die
unterschiedliche Wirtspflanzenchemie zurlickzufiihren. Zum anderen spielen aber
noch evolutive Aspekte eine Rolle, wie die Rekrutierung bestimmter Enzyme aus dem
Primérstoffwechsel, die dann in die Biosynthese von Sekundirmetaboliten involviert
sind.

Besonders schon ldsst sich die Auswirkung einer unterschiedlichen Wirts-
pflanzenchemie an den allopatrischen Populationen von C. lapponica studieren
(Populationen auf Weide: Frankreich, Finnland, Deutschland, Population auf Birke:
Tschechien, Population auf Weide und Birke: Kasachstan). Ist in der Pflanze Salicin
enthalten, so ist die Hauptkomponente im Sekret Salicylaldehyd. In den Birke
fressenden Populationen dominieren hingegen die Blattalkoholester. Andererseits
spielen aber noch evolutive Aspekte eine Rolle. So kommen in Weiden neben Salicin
auch andere glucosidisch gebundene Vorstufen vor. Die Weide fressenden Popula-
tionen sind durchaus in der Lage Ester herzustellen. Aber die fiir die Herstellung von

20, 92 136] cheint sehr

Salicylaldehyd aus Salicin notwendige Salicylalkoholoxidase!
viel aktiver (dhnlich wie in den sequestrierenden Spezies) als die Acyltransferase zu
sein, die in die Esterproduktion involviert ist. Zudem sind vielleicht die
Importsysteme spezialisiert auf Salicin. Das ist typisch fiir sequestrierende Spezies,
wie Chrysomela populi. Thr Transportsystem importiert selektiv Salicin (Discher et
al., ChemBioChem 2009, accepted), auch wenn andere Vorstufen angeboten werden.

Um der Frage nachzugehen, welches Substanzspektrum die bisher nicht untersuchte
kasachische Population aufweist, wurde das Sekret einer qualitativen Analyse
unterzogen. Die Analyse des Wehrsekrets dieser auf Betula nana lebenden Larven
zeigte, wie alle auf Birke lebenden Populationen, eine grofle Vielfalt an enthaltenen

Substanzen (Abb.: 3-1). Die Identifizierung erfolgte durch den Vergleich mit

synthetischen Standards oder Spektren aus der Literatur.
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#  Substanz # Substanz
1 Benzylalkohol* 8b  Mischung von 1,3-Hexandiyl-1-isobutyrat-
3-(2-methylbutyrat)”, 1,3-Hexandiyl-1-(2-
methylbutyrat)-3-isobutyrat”
2a (Z)-3-Hexenylisobutyrat™® 8¢ 1,3-Hexandiyl-1,3-di-2-methylbutyrat”
3a  Hexylisobutyrat* 9 ?2-diester”
4a  5-Hexenylisobutyrat’ 10a  8-OH-Geranylisobutyrat”
5  Benzoesdure* 11a  8-OH-Linalylisobutyrat*
2b  (Z)-3-Hexenyl-2-methylbutyrat™® 10b  8-OH-Geranyl-2-methylbutyrat”
3b Hexyl-2-methylbutyrat™® 11b  8-OH-Linalyl-2-methylbutyrat*®
4b  5-Hexenyl-2-methylbutyrat” 12a  p-OH-Phenylethylisobutyrat*
6a Benzylisobutyrat* 12b  p-OH-Phenylethyl-2-methylbutyrat*
6b  Benzyl-2-methylbutyrat*® 13a  Betuligenolisobutyrat*
7a  Phenylethylisobutyrat* 13b  Betuligenol-2-methylbutyrat*
7b  Phenylethyl-2-methylbutyrat* 14 Methyllinolenat*
8a 1,3-Hexandiyl-1,3-diisobutyrat”

Abbildung 3-1: GC-MS-Analyse der leichtfliichtigen Bestandteile des Sekrets von Chyrsomela
lapponica (Wirtspflanze: Betula nana) und Identifizierung der Hauptsubstanzen. *Identifizierung
durch synthetische Standards, “Identifizierung durch Spektrenvergleich.

Die GC-MS-Messungen ergaben, dass Isobuttersdure- und 2-Methylbuttersdureester

von Blattalkoholen den groBten Anteil in der Birke fressenden Populationen aus

Kasachstan darstellen. Daneben treten in geringer Menge auch Benzoate auf. Freie
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Alkohole und Séuren konnten ebenfalls nachgewiesen werden. Demgegeniiber wurde
in bestimmten Weide fressenden Populationen, wie der finnischen Population, ein
ganz anderes Substanzspektrum nachgewiesen. Hier sind die Hauptsubstanzen
Salicylaldehyd, sowie Methyl- und Ethylester langkettiger geséttigter und

ungesittigter Fettsduren.

Die MSTFA-Derivatisierung des Sekrets von kasachischen C. lapponica Larven und
anschlieBende GC-MS-Analyse ergab, dass eine erhebliche Menge Glucose im
Wehrsekret vorhanden ist. Analog zu den Blattalkoholen und deren Estern wurden
erstmals auch  Glucose-6-O-isobutyrate und  Glucose-6-O-2-methylbutyrate
nachgewiesen (Abb.: 3-2).

A
MM :

OH
HO OH OH
H OH o
H H

Abbildung 3-2: GC-MS-Analyse des Sekrets von kasachischen Chrysomela lapponica nach
MSTFA-Derivatisierung und Vergleich mit synthetischen Standards.

Relative Intensitdt

Retentionszeit

Bei der chromatographischen Analyse der Zucker im Sekret konnten immer mehrere
Struktur- (Pyranose, Furanose oder offene Ketalform) bzw. Konfigurationsisomere
(o oder p-Form) beobachtet werden, so dass sich ein recht komplexes
chromatographisches Bild ergab, welches Glucose und den beiden Glucose-6-O-
estern entspricht.

Aufgrund der Ionenserien und der relativen Intensititen kann zwischen den

verschiedenen Isomeren unterschieden werden (Tab.: 3-1). So ist das Ion m/z=319
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charakteristisch fiir Hexofuranosen und die Intensitét des Ions m/z=204 abhingig von

der RinggroBe (Intensitit: <5% (Furanose), 30-100% (Pyranose))!'% .

Tabelle 3-1: Ubersicht iiber charakteristische Ionenserien der isomeren Glucosestrukturen.

Isomer Charakteristische m/z

a-Glucopyranose
73,129, 147, 191, 204 (100%), 217, 305, 435
[-Glucopyranose

a-Glucofuranose

S-Glucofuranose

73,147,191, 205, 217 (100%), 319

Offene Ketalform 73,103, 117, 129, 147, 191, 204 (100%), 217, 246, 273

Zwei- oder mehrfach acylierte Glucose konnte im Sekret nicht nachgewiesen werden.
Ebenso wurden weder Galactose noch andere Monosaccharide im Sekret gefunden.
Zuckerderivate, wie die Gluconsduren, wurden im Sekret nicht identifiziert. Dieser
Befund und die Abwesenheit von Disacchariden (Maltose, Sucrose, Lactose,

Cellobiose) bestitigen frithere Arbeiten”.

Durch eine Derivatisierung mit Pentafluorbenzylbromid konnten freie Sduren, wie
Essigsdure, Isobuttersdure, 2-Methylbuttersdure und Benzoesdure im C. lapponica
Sekret identifiziert und quantifiziert werden. In verschiedenen Kiferspezies
(Cantharidae, Carabidae, Dytiscidae und Tenebrionidae) wurden bereits freie Sduren
im Wehrsekret nachgewiesen. So verteidigen sich Spezies der Familie der Laufkéfer
(Carabidae) mit den kurzkettigen Vertretern Methansdure, Essigsdure,
Methacrylsdure, Crotonsdure, n-Buttersdure, Isobuttersdure, Tiglinsdure oder trans-2-
Hexansdure. Die Schwimmkifer (Dytiscidae) verteidigen sich z.B. mit Benzoesdure
oder p-OH-Benzoesdure. In bestimmten Spezies der Schwarzkéfer (Tenebrionidae)
wurde bereits die ldngerkettige n-Oktansdure nachgewiesen. Nicht zuletzt verteidigen

[11]

sich die Weichkéfer (Cantharidae) mit Dihydromatricarsdure Larven von

Gastrophysa cyanea (Chrysomelinae) verteidigen sich mit Olsdure!®!,
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3.2 Quantifizierung der Sekretinhaltsstoffe mit GC-MS

Frithere Arbeiten zur Zusammensetzung des Wehrsekrets von C. lapponica Larven
beinhalteten nicht die Quantifizierung der Inhaltsstoffe*” **. Durch die Quanti-
fizierung wird deutlich, dass im Sekret der Birke fressenden Population aus
Tschechien sowie der Weide (Salix caprea) fressenden Population aus Deutschland
Blattalkohole und deren Ester in anndhernd &dquimolaren Konzentrationen wie
Glucose und die neu identifizierten Glucoseester vorliegen. In der kasachischen
Population hingegen tibersteigt die Glucose- und Glucoseesterkonzentration die der
Blattalkohole um ein Sechsfaches. Die Ursache fiir die variierenden Glucose-
Konzentrationen in den Chrysomelina-Spezies ist in der biosynthetischen Strategie zu

suchen und wird im Folgenden eingehend diskutiert.

3.2.1 Glucose in Sekreten der Chrysomelina Spezies

Die Quantifizierung der Inhaltsstoffe ergab, dass die kasachische Population von C.
lapponica eine circa sechsfach hohere Menge an Glucose im Sekret aufweist, als
theoretisch durch die Sequestrierung von glucosidisch gebundenen Blattalkoholen
importiert werden kann (Tab.: 3-3). Das gleiche Phinomen konnte bei Chrysomela
mainensis interna beobachtet werden, einer Spezies der Interrupta-Gruppe, die in
Alaska beheimatet ist und auf Erle lebt. Bei den anderen Spezies und Populationen
trat dieses Phdnomen nicht auf. Dort zeigte sich auf der Birke fressenden C. lapponica
Population (Tschechien) ein anndhernd dquimolares Verhéltnis von Blattalkoholen
und Glucose. Auf den salicinreichen Weide fressenden Populationen (Finnland und
Frankreich) findet sich durchgehend ein deutlicher Uberschuss an Blattalkoholen. Die
Populationen aus Roché Sanadoire (Frankreich) und Oberrich (Deutschland), welche
auf der salicinarmen Salix caprea fressen, zeigten ein dhnliches Sekretmuster in den
Estern, Alkoholen und Glucose wie die Birke fressende Population aus Tschechien.
Die untersuchte sequestrierende Spezies (Chrysomela populi) hat mit 22 pg Glucose
pro mg Sekret eine ca. 14-fach hohere Menge an importiertem Salicylalkohol im
Vergleich zur Glucosekonzentration. Durch die Spaltung der glycosidischen Bindung
von Salicin wird hier zusétzlich Glucose importiert. Moglicherweise gibt es auch

spezifische Glucose-Exporter, durch welche der Glucose-Riicktransport limitiert wird.
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Andererseits ist es auch moglich, dass die evolutiv jiingeren Sequestrierer ihren
Glucoseexport aus dem Reservoir noch nicht an die neuen Bedingungen des
zusitzlichen Glucoseimports aus den Wirtspflanzen angepasst haben. Aus diesem
Grund findet sich bei der Ester produzierenden Spezies C. lapponica eine erhdhte
Glucosekonzentration. Bei  dieser  Gruppe wird zusétzlich zu den
Blattalkoholglucosiden vermutlich auch Glucose aus dem Transport der autogen
hergestellten Fettsduren vom Fettkérper zum Reservoir importiert (Kap.: 3.3.5.6).
Somit liegt hier eine enorm groe Menge an Glucose im Reservoir vor, die
anscheinend nur zu einem verschwindend geringen Teil zuriick gewonnen werden
kann'.

Die de novo Produzenten (Gastrophysa viridula, Phaedon cochleariae, Plagiodera
viridipennis, Plagiodera versicolora, Phaedon semimarginatus und Plagiodera rileyi
equadoriensis) weisen mit 0-700 ng Glucose pro mg Sekret nur eine sehr geringe
Konzentration bzw. gar keine Glucose im Sekret auf. De novo Produzenten sind auf
die autogene Biosynthese ihrer Wehrsubstanzen einschlieBlich von Glucose
spezialisiert. Diese aufwéndige Biosynthesestrategie erfordert einen enormen Einsatz
an Energie. Aus diesem Grund existieren in den Larven hocheffiziente Systeme zum
Riicktransport von wehrstrategisch nicht genutzten, aber energiereichen Substanzen
wie Glucose.

Der extreme Uberschuss an Glucose in der kasachischen C. lapponica Population und
bei C. mainensis interna allerdings ist ein Paradoxon, denn es wird ein sechsfacher
Uberschuss an Glucose beobachtet als theoretisch durch Blattalkoholglucoside
importiert werden kann. Wenn man den Transport der Sduren aus dem Fettkorper als
Glucoside mit in Betracht zieht, dann ergibt sich immerhin noch ein dreifacher
Uberschuss an Glucose. Moglicherweise werden auch héhermolekulare glucosidisch
gebundene Substanzen aus der Wirtspflanze importiert, die wir mit der GC-MS-

Analytik des Sekrets nicht quantifizieren konnten.

! personliche Mitteilung von Jacques M. Pasteels
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Tabelle 3-3: Verhiltnis Blattalkohole/Glucose in verschiedenen Chrysomela lapponica
Populationen und und anderen verwandten Spezies.

Population Konzentration Glucose, 6- Verhiltnis
O-Glucoseester nBlattalkohole/nGlucose
umgerechnet auf Glucose

[ug/mg Sekret]

C. mainensis interna (Alaska) 1.0 0.15 : 1
§ C. lapponica (Kasachstan) 92.3 0.16 : 1
s
E C. lapponica (Tschechien) 11.3 | o1
S
E C. lapponica (Deutschland) 0.7 1.6 :1
o
| C. lapponica (Roché Sanadoire, 15.0 18 1
Frankreich)
0 C. populi 21.9 14 1
= §
S E  C lapponica (Saint-Véran, 9.7 21 1
= N
= Z  Frankreich)
g o
S & C lapponica (Finnland) 0.4 1100 : 1
P. rileyi equadoriensis 0.7
P. semimarginatus 0.4
=
5 N ;
§ E P. viridipennis 0.1 keine pflanzenbiirtigen
N
§ = P. cochleariae 0.07 Alkohole
S
S
& P. versicolora 0.03
G. viridula 0

Damit stellt sich die Frage, warum einige Spezies eine solch enorme Menge an
energiereicher Glucose und Glucoseestern akkumulieren? Als mogliche Erklarung fiir
die extrem hohen Gehalte an Glucose im Sekret konnte die Herabsetzung des
Dampfdruckes dienen. Durch die spezielle Komposition des Wehrsekrets aus
leichtfliichtigen Estern wére die Verminderung der Verdunstung ein positiver Effekt,
um den Verlust von Wehrsubstanzen gering zu halten. Andererseits konnte die hohe
Glucosekonzentration von 8-14% in C. lapponica (Kasachstan) und C. mainensis
interna antibakteriell wirken. Diese Vermutung wird in Kapitel 3.4 noch genauer

diskutiert werden.
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3.3 Aufkliarung der Biosynthese der Esterproduktion in Chrysomela lapponica

Wie bereits in Kapitel 1.3 erwdhnt, konnte die Biosynthese der Ester in C. lapponica
bisher nicht vollstindig und detailliert aufgeklart werden. Interessante Fragen, wie
involvierte reaktive Intermediate und die Lokalisierung der Teilschritte der
Biosynthese, konnten bisher nicht geklart werden. In dieser Arbeit wurden nun
verschiedene Experimente (Kap.: 3.3.1-3.3.5.) durchgefiihrt, um diesen einzigartigen
und produktreichen Biosyntheseweg aufzukldren. Dabei wird im ersten Teil der
Sequestrierungsprozess in kasachischen C. lapponica charakterisiert. Im zweiten Teil
wird die de novo Synthese von Sduren aus Aminosduren detailliert beschrieben.
AnschlieBend werden Versuche und Ergebnisse zur Aufklidrung des enzymatisch
katalysierten Transacylierungsprozesses vorgestellt, an deren Ende ein neuer und in

Insekten einzigartiger Biosyntheseweg vorgeschlagen wird.

3.3.1 Sequestrierung von glucosidisch gebundenen Blattalkoholen

In Transportstudien mit Thioglucosiden beobachtete Kuhn zum ersten Mal, dass nicht
nur die gefiitterten Thioglucoside im Wehrsekret auftauchen, sondern auch Derivate.
Er vermutete damals, dass es sich dabei um Isobutyrate und 2-Methylbutyrate der
Thioglucoside handelt'. Die fehlenden Referenzsubstanzen zwangen ihn damals dazu,
die Thioglucosidester als Thioglucoside zu quantifizieren, was im Regelfall zu einer
Uberquantifizierung der Ester gefiihrt hat, da diese im MS bis zu 30% stirker
fragmentieren als die freien Thioglucoside.

In der vorliegenden Arbeit wurden synthetische Referenzsubstanzen der
Thioglucosid-Ester hergestellt, um diese damit zu identifizieren und die absolute
Menge an aufgenommenen Thioglucosiden zu rekalkulieren. Es wurde vermutet, dass
die Thioglucoside vorrangig in der 6-O-Position der Zucker verestert werden. Des
Weiteren traten im Fall von 8-OH-Geraniolthioglucosid auch Diester auf, die durch
Veresterung beider primédrer Hydroxylgruppen sowohl am Zucker als auch am
Aglycon gebildet wurden.

Um die Selektivitdt der natiirlichen Acyltransferase zu simulieren, wurde eine

[146]

Methode von Woudenberg van Oosterom verwendet, die die Acylierung mit

! miindliche Mitteilung von J. Kuhn
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Candida antarctica Lipase B (CALB) in tert. Butanol mit den Ethylestern der
entsprechenden Sduren durchfiihrte. Die hohe Regioselektivitit der CALB gegeniiber
den Substraten liegt im limitierten Platzangebot des aktiven Zentrums (10x4x12 A3),
der Hydrophobizitit der Enzymtasche und der Art der Stabilisierung des tetrahedralen
Intermediates begriindet'® (Mechanismus siehe Kap.: 5.16.1).

So konnten die Thioglucoside ausschlieBlich in der 6-O-Position der Zucker bzw. an
den primdren OH-Gruppen des Aglycons acyliert werden. Auf eine Synthese der
gemischten Ester (Isobutyrat, 2-Methylbutyrat) wurde verzichtet, da die identisch
substituierten Ester den Hauptteil darstellen.

Bei den Transportuntersuchungen an kasachischen Larven (Daten von 2006) zeigte
sich ein dhnliches Transportmuster wie bei den anderen Populationen aus Frankreich,

Finnland und Tschechien (Daten von Jiirgen Kuhn 2003) (Abb.: 3-3).

2500

[l C. lapponica (Frankreich, Queyras)
[l C. lapponica (Kasachstan)

[ c. lapponica (Finnland)
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Abbildung 3-3: Vergleich der aufgenommenen Thioglucoside zwischen verschiedenen
Chrysomela lapponica Populationen. Die Nummern bezeichnen Ausreisser in den verwendeten
Datensétzen und kénnen mit Hilfe der beigefiigten CD identifiziert werden.
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Innerhalb der kasachischen C. lapponica Population zeigte sich ein signifikanter
Unterschied (F(6,31)=5.958, p=0.05) in den Transportraten von Salicylthiogalactosid
zu o-Kresolthioglucosid (p=0.19) und (Z£)-3-Hexenylthioglucosid (p=0.31). Die
Tatsache, dass das offensichtlich bevorzugt transportierte Thiosalicin statistisch
gesehen keine unterschiedliche Transportrate aufweist, liegt in der hohen
Standardabweichung begriindet. Allerdings konnten keine Ausreifler identifiziert
werden, so dass keine Daten eliminiert werden durften und somit die grofle Varianz
das Vorhandensein eines signifikanten Unterschieds moglicherweise iiberdeckt. Es
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Transportraten einzelner
Thioglucoside in den verschiedenen Populationen. Ein signifikanter Unterschied
(F(3,23)=3.288, p=0.039) konnte fiir Thiosalicin zwischen der franzdsischen und der
finnischen Population (p=0.008) nachgewiesen werden. Ein hochsignifikanter
Unterschied (F(3,21)=17.566, p=0.000) stellte sich bei Phenylethylthioglucosid
zwischen der franzosischen und der kasachischen Population (p=0.000) heraus.

Abschlieend kann gesagt werden, dass trotz signifikanter Unterschiede in den
Transportraten der einzelnen Populationen das Transportmuster trotzdem sehr &dhnlich
ist. Alle Thioglucoside werden in einem dhnlichen Ausmaf} transportiert. Damit liegt
auch bei der kasachischen Population ein Glucosidtransport vor, der die

Glucoseeinheit erkennt, aber nur eingeschriankt zwischen den Agluca differenziert.

3.3.2 De novo Produktion von Sduren aus Aminosiauren

Neben der Sequestrierung von pflanzenbiirtigen Glucosiden ist die de novo Synthese
von Séuren aus dem internen larvalen Aminoséurehaushalt in die Esterbiosynthese bei
C. lapponica involviert. In der Natur finden sich viele Beispiele fiir die de novo
Produktion von Sduren aus Aminosduren. So sind alle bekannten kurzkettigen
Carbonsduren in  Ameisen, Kéfern und Schmetterlingen aus dem

R - - (09.12,52,116, 122,123, 131
Aminosduremetabolismus abgeleitet' !> 7% 116122123 131]

[120. 1210 nach, dass auch C. lapponica Larven die

1997 wiesen Schulz und Kollegen
Saurekomponenten der Ester autogen herstellen. Sie injizierten Valin-[*Hg] in die
Larven und beobachteten nach 24 h gelabelte Isobutyrate. Ebenso wiesen sie nach,

dass auch Phenylethanol de novo aus Phenylalanin hergestellt werden kann.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Untersuchungen fortgefiihrt und es konnte
beobachtet werden, dass nicht nur Isobuttersdure, 2-Methylbuttersdure und
Benzoesdure aus Valin (Val), Isoleucin (Ile) bzw. Phenylalanin (Phe) hergestellt
werden. Es konnte auch nachgewiesen werden, dass fiir den Abbau von Phe sowohl
ein oxidativer Weg zu Séuren als auch ein reduktiver Weg zu Alkoholen besteht. Bei
der Applikation von Val und Ile konnte im Gegensatz dazu keine Umwandlung zu
den entsprechenden Alkoholen (2-Methylpropanol, Isopropanol, 2-Methylbutanol, 1-
Methylpropanol) beobachtet werden. Die Fiitterung des Ile-Isomers ["*C]-Leucin

fihrte nicht zum Einbau in Sduren und Alkohole.

Im Folgenden sollen die Markierungsgrade fiir verschiedene Substanzen nach
Fiitterung mit 4-['°C]-Phe (Abb.: 3-4, Tab.: 3-4), [*C4]-Ile (Abb.: 3-5, Tab.: 3-5) und
Val-[*Hs] (Abb.: 3-6, Tab.: 3-6) dargestellt werden. Die Analytik der Experimente mit
BC-markierten Aminosiuren wurde mit GC-C-IRMS durchgefiihrt, eine Technik, bei
der die Substanzen nach Trennung auf einer GC-Sédule in einem Rohr mit CuO
verbrannt werden und anschlieBend eine massenspektrometrische Analyse des
entstandenen 'CO, und "“CO, erfolgt. Die Auswertung der Experimente mit

deuteriertem Valin erfolgte mit GC-EIMS.

Aufgrund des Vorkommens von Essigsidure im Sekret der C. lapponica Larven wird
auch das Auftreten von acetylierten Alkoholen vermutet. Analog zum Metabolismus
von Val, Ile und Phe wird die Synthese von Essigsdure aus Alanin (Ala)
vorgeschlagen. In dieser Arbeit konnte dieser Weg leider nicht belegt werden, da die
Fiitterungsstudien mit '>C-Ala zu einer extrem verminderten Produktion von Sekret
fiihrte, so dass die Stoffmengen der Ester fiir eine Analyse mit GC-C-IRMS nicht
mehr ausreichten.

Aus anderen Aminosduren abgeleitete Sduren konnten im Sekret nicht nachgewiesen

werden.



Relative Intensitdt

JUMVLJUUU bt

Ergebnisse und Diskussion

o

wmwu

>

Retentionszeit

Abbildung 3-4: Uberlagerung der IRMS-Chromatogramme (m/z=44 und 45) der Sekrete nach
Fiitterung von ﬂ-[”C]-Phenylalanin. Uberlappende Spuren zeigen keinen Einbau, stark erhéhte
rote Signale beweisen einen Isotopeneinbau. (1) Benzylisobutyrat, (2) Benzyl-2-methylbutyrat, (3)
Phenylethylisobutyrat, (4) Phenylethyl-2-methylbutyrat, (5) (£)-3-Hexenylbenzoat, (6) Benzyl-
benzoat, (7) p-OH-Phenylethyl-2-methylbutyrat, (8) Phenylethylbenzoat, (9) 8-OH-Linalyl-
benzoat.

Tabelle 3-4: Markierungsgrade nach Fiitterung von 8-C-Phenylalanin.

# Substanz Mc Markierungsgrad [% “C]
1 Benzylisobutyrat 1580 2.82
2 Benzyl-2-methylbutyrat 1231 2.45
3 Phenylethylisobutyrat 2813 4.11
4 Phenylethyl-2-methylbutyrat 2674 3.97
5 (Z2)-3-Hexenylbenzoat 4575 5.90
6 Benzylbenzoat 5516 6.82
7 p-OH-phenylethyl-2-methylbutyrat 319 1.46
8 Phenylethylbenzoat 8249 9.41
9 8-OH-linalylbenzoat 3818 5.14
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Abbildung 3-5: Uberlagerung der IRMS-Chromatogramme (m/z=44 und 45) der Sekrete nach
Fiitterung von BCg-Isoleucin. Uberlappende Spuren zeigen keinen Einbau, stark erhéhte rote
Signale beweisen einen Isotopeneinbau. (1) (Z)-3-Hexenyl-2-methylbutyrat, (2) Hexyl-2-
methylbutyrat, (3) Benzyl-2-methylbutyrat, (4) Phenylethyl-2-methylbutyrat, (5) 8-OH-Geranyl-
2-methylbutyrat, (6) 8-OH-Linalyl-2-methylbutyrat, (7) p-OH-Phenylethyl-2-methylbutyrat.

Tabelle 3-5: Markierungsgrade nach Fiitterung von [Cg]-Isoleucin.

# Substanz oC Markierungsgrad [% “C]
1 (Z2)-3-Hexenyl-2-methylbutyrat 7880 9.07

2 Hexyl-2-methylbutyrat 8144 9.32

3 Benzyl-2-methylbutyrat 4972 6.29

4 Phenylethyl-2-methylbutyrat 7547 8.76

5 8-OH-Geranyl-2-methylbutyrat 9459 10.52

6 8-OH-Linalyl-2-methylbutyrat 5489 6.80

7 p-OH-phenylethyl-2-methylbutyrat 5996 7.29
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Abbildung 3-6: GC-MS-Analyse der Sekrete nach Fiitterung von [*Hg]-Valin am Beispiel von (Z)-
3-Hexenylisobutyrat - TIC ungelabelt und gelabelt. (1) (Z)-3-Hexenylisobutyrat, (2)
Benzylisobutyrat, (3) Phenylethylisobutyrat, (4) 8-OH-Geranylisobutyrat, (5) 8-OH-Linalyl-
isobutyrat.

Tabelle 3-6: Markierungsgrade nach Fiitterung von [*Hg]-Valin.

# Substanz Markierungsgrad [% “H]|
1 (2)-3-Hexenylisobutyrat 16.55
2 Benzylisobutyrat 13.13
3 Phenylethylisobutyrat 18.62
4 8-OH-Geranylisobutyrat 18.26
5 8-OH-Linalylisobutyrat 14.07

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass die Larven also in der Lage sind ca.
15 Substanzen ausschlieBlich autogen herzustellen. Der 6kologische Sinn dieser sehr
breiten de novo Syntheseaktivitdt ist in der Anpassung an unterschiedliche Wirts-

pflanzen zu suchen. Normalerweise findet ein Wirtspflanzenwechsel bevorzugt statt,
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wenn sich die Inhaltsstoffe sehr dhneln, d.h. eine phytochemische Briicke vorhanden
ist. Der Wirtspflanzenwechsel bei C. lapponica von Weiden- auf die chemisch recht
verschiedenen Birkengewichse lauft entgegen der von Ehrlich und Raven postulierten
phytochemischen Briicke!*” **). Die Fahigkeit, Wehrsubstanzen autogen herzustellen,
erleichtert aber dann einen Wirtspflanzenwechsel, wenn die chemische
Zusammensetzung sich stark vom vorherigen Wirt unterscheidet. Die Fahigkeit zur de
novo Synthese von Wehrsubstanzen macht solch einen Wechsel vermutlich tiberhaupt
erst moglich. So kann die Larve ihre chemische Abwehr aufrechterhalten auch wenn
keine geeigneten Vorstufen sequestriert werden konnen. Allerdings stellt die
komplette de novo Synthese eine biochemisch aufwindigere Variante der
Verteidigung dar. Aus diesem Grund wird die Larve bestrebt sein, zur Sequestrierung

bzw. gemischten Biosynthese zuriickzukehren.

3.3.3 Postulierung der Biosynthesewege fiir die Produktion von Alkoholen und

Sduren aus Phenylalanin, Valin und Isoleucin

Die Synthese von Isobuttersdure und 2-Methylbuttersdure aus Val bzw. Ile verlduft
vermutlich iiber den gingigen Aminosdureabbauweg, der die Desaminierung und
oxidative Decarboxylierung umfasst. Der Produktion von Benzoesdure aus Phe liegt
vermutlich ein Biosyntheseweg dhnlich der f-Oxidation zugrunde, wie er bereits in
Pflanzen und Bakterien beschrieben wurde!” ** ** ®1 Dabei wird zuerst iiber eine
PAL(Phenylalanin-Ammonia-Lyase) —abhédngige Reaktion Zimtsdure-CoA gebildet,
das dann zu 3-OH-3-Phenylpropionyl-CoA hydratisiert wird. Anschlieend erfolgt die
Oxidation der Hydroxylfunktion, gefolgt von einer Kettenverkiirzung durch eine S
Ketothiolase. Die Produktion von Benzylalkohol konnte ebenfalls iiber den Weg des
Zinnamoyl-CoA verlaufen, wobei dann aber der Bildung des 3-OH-3-
Phenylpropionyl-CoA eine Retro-Aldolreaktion zu Benzaldehyd folgt. Ein solcher
Biosyntheseweg wurde bereits in Nicotiana tobaccum beschrieben!'”). Durch
NADPH-abhingige Reduktion wiirde Benzylalkohol gebildet. Die Bildung von
Phenylethanol und p-OH-Phenylethanol folgt wahrscheinlich der Biosynthesesequenz
aus Transaminierung und oxidativer Decarboxylierung zu Phenylacetaldehyd und

nachfolgender Reduktion durch NADPH, wobei der Bildung des p-OH-
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Phenylethanols die Hydroxylierung durch eine Phenylalanin-Hydroxylase
(EC 1.14.16.1) vorausgeht (Abb.: 3-7).
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Abbildung 3-7: Postulierte Biosynthesewege fiir Phenylethylalkohol, Benzylalkohol, p-OH-
Phenylethylalkohol und Benzoesiure aus Phenylalanin.

3.3.4 Lokalisierung des Aminosiureabbaus

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der Aminosdureabbau
zu Sduren nicht im Reservoir stattfindet, obwohl hier alle iibrigen Teilschritte der
Esterbiosynthese ablaufen. Um den Ort des Aminosdureabbaus zu bestimmen, wurden
im Rahmen dieser Arbeit zwei Experimente zur Lokalisierung des Aminosdureabbaus
und dem Transportmechanismus der Fettsduren durchgefiihrt. In einem ersten
Experiment konnte durch in vitro Versuche mit Sekret und isotopenmarkiertem Ile
belegt werden, dass die Umwandlung von Aminoséure {iber Oxosédure zu Carbonséure
nicht im Reservoir stattfindet. Im zweiten Experiment wurde Benzoesiure-[*Hs] in die
larvale H&molymphe injiziert bzw. gefiittert. In beiden Féllen konnte durch
gaschromatographische Analysen ein Transport der Siure in das Reservoir

nachgewiesen werden. Es sind also Transportwege iiber die Himolymphe vorhanden.
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Der Ort des Aminosdureabbaus wurde im metabolisch hochaktiven Fettkorper
vermutet. Deshalb wurde Fettkorpergewebe pripariert und mit [ °C]-Phe inkubiert.
Die gaschromatographische Analyse des Ethylacetatextrakts zeigte die Bildung von
isotopenmarkiertem Phenylethanol (Abb.: 3-8). Der '“C-Markierungsgrad betrug
dabei 73%.
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Abbildung 3-8: Lokalisierung des Aminosiureabbaus im Fettkorper anhand der Umwandlung
von ﬂ-lSC-Phenylalanin in 2-*C-Phenylethanol. (A) Kontrolle, (B) Inkubation des Fettkorpers
mit *C-Phe, (C) Massenspektrum von 2-"*C-Phenylethanol.

Damit konnte nachgewiesen werden, dass der Aminosdureabbau zu Phenylethanol im
Fettkorper stattfindet und anschlieend ein Transport der Séaure liber die Himolymphe
ins Driisenreservoir erfolgt. Vermutlich findet auch hier ebenso wie bei den
sequestrierten Blattalkoholen der Transport als glucosidisch gebundenes Intermediat
statt. Im Chromatogramm zeigte sich auch eine Bildung von Benzoesdure. Aufgrund
der geringen Konzentration konnte kein Isotopeneinbau in die Sdure nachgewiesen

werden (Abb.: 3-8). Die geringe Bildung von Benzoesdure deckt sich mit unseren
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Beobachtungen, dass im Sekret der kasachischen Population so gut wie keine

Benzoate auftreten.

3.3.5 Mechanismus der Transacylierungsreaktion

Nachdem die Teilschritte der Sequestrierung von glucosidisch gebundenen
Blattalkoholen und de novo Synthese von Saduren aus Aminosduren im Detail
untersucht wurden (Kap.: 3.3.1-3.3.4), sollte der biosynthetisch auBerordentlich
spannende Schritt der Transacylierung aufgeklért werden.

Transacylierungsreaktionen in der Natur finden hdufig unter CoA-Aktivierung statt,
da Acyl-CoAs eine hohe Acyliibertragungskapazitit besitzen. So sind Acetyl-CoA
und Propionyl-CoA unverzichtbare Intermediate beim Fettsdureabbau (/-Oxidation),
bei der Produktion von Ketonkoérpern als alternative Energietrdger in Fastenzeiten
oder bei der Cholesterinbiosynthese iiber den Terpenstoffwechsel. Aus diesem Grund
wurde angenommen, dass auch die Esterbildung in den larvalen Driisenreservoiren
dieser Aktivierungsart unterliegt!'*'!. Wiederholte Aktivititstests mit Isobutyryl-CoA
ergaben keinen Nachweis des gewiinschten Produkts. Auch ein direkter Nachweis von
Acyl-CoAs iber MALDI-TOF-Analyse oder Fluoreszenzderivatisierung mit
Chloracetaldehyd und anschlieBender HPLC-FLD-ESI-MS-Analyse der Etheno-
Adenin-Derivate verlief negativ. Ebenso konnten Acyl-AMPs als energiereiche
Intermediate bei der Acyl-CoA-Synthese nicht im Sekret nachgewiesen werden. N-
Acylcysteine sind wichtige Acyl-CoA-Analoga bei der Aufkldrung der Polyketid-
biosynthese in Bakterien. Allerdings ist ihre Amidbindung weniger energiereich als
die Thioester-Briicke der Acyl-CoA-Derivate. Aus diesem Grund ist die Acyl-
iibertragung durch N-Acylcysteine eher unwahrscheinlich und diese Intermediate

konnten auch im Sekret nicht nachgewiesen werden.

Versuche mit Sekret, welches von Larven abgenommen wurde, haben aber gezeigt,
dass die Zugabe eines Substrats, z.B. Heptanol, geniigt, um eine Produktbildung, z.B.
Heptylisobutyrat und Heptyl-2-methylbutyrat, zu bewirken. Dieses Experiment
beweist, dass der acyliibertragende Faktor sowie alle involvierten Enzyme im Sekret
vorhanden sein miissen. Aus diesem Grund ist es moglich, in vitro Exprimente mit

Sekret durchzufiihren, was die Forschung unabhingig von der mit ca. drei Wochen
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sehr kurzen Verfiigbarkeit der Larven macht. Wiederholte Experimente haben
gezeigt, dass das Sekret auch nach wiederholtem Gefrieren und Auftauen, bzw. nach

zweijahriger Lagerung noch eine messbare Acyliibertragungsaktivitét besitzt.

3.3.5.1 Aufkldrung des Acyldonors

Da die aus tierischen und  Dbakteriellen  Stoffwechseln  bekannten
Transacylierungsmechanismen auf die Biosynthese der Ester in C. lapponica nicht
angewendet werden konnten, wurde auch in Pflanzen nach biosynthetischen
Vorbildern gesucht.
In den Trichomen von Solanacaecen gibt es 2,3,4-O-Triacylglucosen, die zur
Verteidigung beitragen. Die Acyleinheiten konnen dabei Cs- und Cs-Sduren sowie
verzweigte und unverzweigte Cjo-, Ci;- und Cjp-Sduren sein!". Das auffallend
dhnliche Produktspektrum im Hinblick auf
il H acylierte Glucosen im Sekret der Larven
"o N UD: R/H\OH lieB den Schluss zu, einen &hnlichen
U';P_Glucose Siure Biosyntheseweg in den Larven zu ver-

i\’ muten.
UDP

Die Biosynthese der Acylglucosen in den

H OH
W /ﬁ\ Pflanzen wurde bereits im Detail studiert
HO
HOA S @ R und es liegen sogar schon Sequenzdaten fiir
H H

die involvierten Acyltransferasen vor™ °*
1-O-f-D-Acylglucose

291 Aufgrund ihrer Sequenzihnlichkeit

zu den Serincarboxypeptidasen, welche als
D-Glucose

1-0-pD-Acylglucose
Acyltransferase F

Exopeptidasen Aminosédurereste vom C-

Terminus eines Proteins hydrolytisch ab-

/H\ H QH spalten, werden die pflanzlichen Acyl-
H
R™ ~o” on transferasen den SCPL-Acyltransferasen
o=<R b H /L" (serine carboxypeptidase like) zugeordnet.
R” o

2,3,4-O-Triacylglucose

Abbildung 3-9: Schematische Darstellung der Biosynthese von 2,3,4-O-Triacylglucosen in
Pflanzen. Die Aktivierung der Fettsiuren erfolgt durch Transglucosylierung von UDP-Glucose.
Die schrittweise Disproportionierung von 1-O-/4D-Acylglucosen fiihrt anschlielend zur Bildung
von Glucosepolyestern. Modifiziert nach Kuai'’*,
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Der pflanzliche Biosyntheseweg beruht auf einer Aktivierung der Sduren durch UDP-
Glucose, wobei ein 1-O-Acylzucker gebildet wird. Fiir 1-O-Sinapoyl-/-D-glucose
wurde ein Acyltransfer-Potential von -35.7 kJ/mol experimentell ermittelt®*.Einen
dhnlichen Wert besitzen Thioester, wie z.B. CoA. Damit zeigen die 1-O-Acylzucker

1% AnschlieBend werden durch

ein sehr hohes Acylgruppeniibertragungspotentia
dreimalige Disproportionierung und Transacylierung die 2,3,4-O-Triacylglucosen

gebildet (Abb.: 3-9).

3.3.5.2 Synthese von 1-O-/-D-Acylglucosen

Um eine mogliche Aktivitit der 1-O-f-D-Acylglucosen mit dem larvalen Sekret
nachzuweisen, wurden synthetisch analoge Verteter hergestellt.

Die Synthese von reinen 1-O-f-D-Acylglucosen stellt hohe Anforderungen an die
Stereoselektivitit der Reaktionsfiihrung, da sich im Reaktionsgemisch ein Gleich-

(15, 16] entwickelten

gewicht zwischen o~ und f-Anomeren einstellt. Bols und Hansen
ein Synthesekonzept, welches eine hohe Ausbeute des gewiinschten S-Anomers
liefert. Dabei verwendeten sie Triethylamin als starke Base, welche die Mutarotation
beschleunigt. Zusammen mit einer sehr langsamen Zugabe des Sdurechlorids wird das
Anomerengleichgewicht zu Gunsten des stirker nukleophilen f-Anomers verschoben,
da die Acylierungsgeschwindigkeit durch Senkung der Saurechlorid-Konzentration

herabgesetzt werden kann (siehe Kap.: 5.16.2).

Die mit dieser Reaktion synthetisierten 1-O-f-D-Acylglucosen und —galactosen

wurden in Aktivitdtsuntersuchungen mit Rohsekret eingesetzt.

Sowohl die 1-O-fD-Acylglucosen als auch die -—galactosen zeigten eine
eindrucksvolle Acyliibertragungsaktivitit auf das artifizielle Substrat 1-Heptanol. 1-
O-f-D-2-methylbutyrylglucose, 1-O-f-D-benzoylglucose und 1-O-f-D-2-methyl-
butyrylgalactose wiesen einen dhnlich hohen Umsatz auf. Die Applikation von 1-O-4-
D-n-butyrylglucose, das nicht aus dem Aminosduremetabolismus abgeleitet werden

kann, zeigte einen verminderten Umsatz von ca. 20% (Abb.: 3-10).
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Heptyl-2-methylbutyrat

Heptylbenzoat

Relative Intensitdt

Heptyl-n-butyrat

I A 1-O-(2-methylbutyrylglucose)
” 1-O-(2-methylbutyrylgalactose)
(5){ -—A—)‘~L A L—A A 1-O-benzoylglucose
x A \ A A A k. -~ 1-0-n-butyrylglucose
—A A A~ A A LA A Kontrolle

Retentionszeit

Abbildung 3-10: Aktivtitstest des Rohsekrets mit verschiedenen 1-O-f#-D-Acylglucosen und 1-O-
[-D-2-methylbutyrylgalactose.

Versuche, 1-O-f-D-acylglucosen im Sekret mit GC-EIMS nach MSTFA-
Derivatisierung bzw. mit HPLC-APCI-MS nachzuweisen, verliefen negativ. Diese
Beobachtung lésst sich dadurch erkldren, dass das Substrat sehr energiereich ist und
somit sofort abreagiert. Die Konzentration des Substrates im Sekret ist folglich extrem
gering (aus der Nachweisgrenze der Methode ergibt sich eine Konzentration, die fiir
1-O-f-D-2-CHjs-butyrylglucose unter 3.6 ng/ul Sekret liegen muss). Zudem ist es eine
effiziente Strategie der Larve, derart energiereiche und somit kostspielige Substanzen
nicht auf Vorrat zu synthetisieren, sondern sie je nach Bedarf (ndmlich im
Verteidigungsfall oder nach einer Hautung, wenn Sekret neu produziert werden muss)

bereitzustellen.

3.3.5.3 Biosynthese des Acyldonors aus Aminosiduren

Ghangas and Steffens!*') haben in Blittern der Tomate (Lycopersicon pennellii)
bereits nachgewiesen, dass die Bildung von 1-O-f-D-acylglucosen iiber eine
Aktivierung von Sduren mit UDP-Glucose verlauft.

Ein dhnlicher Mechanismus wurde in den Larven vermutet. Zur Untersuchung der
UDP-Glucosyltransferreaktion wurde ein Aktivitdtsassay mit Rohsekret durchgefiihrt,
bei dem der Umsatz von UDP-Glucose mit verschiedenen Siuren verfolgt wurde. Den

effektivsten Umsatz zeigte das natiirliche Substrat 2-Methylbuttersdure. Weiterhin
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zeigten auch sterisch gehinderte Sduren und Oxosduren einen deutlichen Umsatz

(Abb.: 3-11).

Heptyl-2-methylbutyrat

Relative Intensitdt

i UDP-Glucose + 2-Methylbuttersaure

Kontrolle

Retentionszeit

Abbildung 3-11: Aktivtitstest des Rohsekrets mit UDP-Glucose und 2-Methylbutterséiure.

Die Zugabe von 2-Oxobuttersiure resultierte in der Bildung von Heptyl-2-oxobutyrat.
Damit konnte nachgewiesen werden, dass der letzte Schritt des Aminosdureabbaus,
die Decarboxylierung der Oxosdure, nicht im Reservoir stattfindet, da ansonsten 2-
Oxobutyrat als Zwischenprodukt des Aminosdureabbaus sofort zu Butyrat
umgewandelt worden wire.

Bemerkenswert ist die breite Substrattoleranz der UDP-Glucosyltransferase. Nicht nur
aromatische Sduren, sondern auch langkettige und sterisch gehinderte Sduren werden

von dem Enzym als Substrat akzeptiert und in quantitativem Malle umgesetzt.

3.3.5.4 Substratspezifitit der Acyltransferase

Zur Ermittlung der Substratvielfalt, die die Acyltransferase akzeptiert, wurden
Aktivitatstests mit unterschiedlichen Substanzen durchgefiihrt. Es zeigte sich deutlich,
dass die Acyltransferase ein breites Spektrum an Alkoholen, Sduren und 1-O-f-D-
Acylzuckern umsetzen kann (Tab.: 3-7). Selbst Substrate, mit denen die
Acyltransferase in der Natur nicht konfrontiert wird, wie Pivalinsiure, 1-O-/-D-2-
methylbutyrylgalactose oder 3-Heptanol, werden in deutlicher Menge umgesetzt.

Diese extrem breite Substratspezifitit macht diese Acyltransferase geeignet fiir den
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industriellen Einsatz bei der Esterproduktion, z.B. in der Duftstoff- und

Nahrungsmittelindustrie.

Tabelle 3-7: Substratspektrum der larvalen Acyltransferase

Substrat Produktbildung

Séuren 2-Methylbuttersdure

Stearinsdure

Pivalinsdure

Oktansédure

Furan-2-carbonséure

Benzoesaure

2-Oxobuttersdure

+ +| | | ] | |+

1-O-p-D-acylglycosen 1-O-2-methylbutyrylglucose

1-O-2-methylbutyrylgalactose

1-O-benzoylglucose

1-O-n-butyrylglucose

Alkohole'”! 1-Heptanol

3-Heptanol

| +| +| | ]+

2-Ethyl-1,3-hexandiol

3-Ethyl-3-pentanol

Phenol-dg

1-Heptylamin -

3.3.5.5 Postulierung des Reaktionsmechanismus der Acyltransferase-Reaktion

Bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt ist nicht bekannt, zu welcher Enzymklasse die
larvalen Acyltransferasen gehoren. Die Acyliibertragungsreaktion in den Pflanzen
nutzt Serincarboxypeptidase-abgeleitete Enzyme!™ *> 127 181 Ein Inhibitionsversuch
der larvalen Acyltransferase aus Rohsekret mit dem fiir Serinproteasen spezifischen
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) zeigte bei einer Konzentration von 2 mM eine

Hemmung der Acyliibertragung”. Die Aussagekraft dieser Hemmwirkung ist

' Daten von Jiirgen Kuhn

? Miindliche Mitteilung von Roy Kirsch
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allerdings gering, da die Konzentration, bei der eine Hemmwirkung einsetzt, relativ
hoch ist.

Interessant ist die Tatsache, dass diese Acyltransferasen, mit ihrer katalytischen
Triade typisch fiir die o/f-Hydrolasen, vermutlich aus dem Primirstoffwechsel
rekrutiert wurden. Von Roy Kirsch durchgefiihrte Sequenzanalysen der cDNA-
Bibliothek aus Driisengewebe der franzosischen C. lapponica Larven zeigten
allerdings keine Homologien zu bereits bekannten SCPL-Acyltransferasen. Dieses

negative Ergebnis ist zu erwarten, da diese Acyltransferasen auch aus anderen o/f-

hydrolytischen Enzymen, wie den Carboxypeptidasen™, Prolyloligopeptidasen”®,

[78, 96, 145 8, 28, 80, 85] [79, 93,

Lipasen ], Esterasen[lg], Thioesterasen

139]

oder Hydroxynitrillyasen
sowie SA-Glucosidasen'® abgeleitet sein kénnen. Die Ableitung aus Glucosidasen
ist sehr wahrscheinlich fiir C. lapponica Larven, da im Reservoir Glucosidasen
vorhanden sind. Trotzdem kann auch die Qualitit der cDNA-Bibliothek iiber das

Finden bzw. Nicht-Finden von Ubereinstimmungen entscheiden.

3.3.5.6 Biosynthesekonzept fiir Acylderivate

Die Untersuchungen bewiesen, dass die Biosynthese der Ester in C. lapponica Larven
iiber 1-O-f-D-acylglucosen als Acyldonor gefiihrt wird. Diese Art der Aktivierung
wurde bereits in Pflanzen nachgewiesen, ist aber bisher im Insekten- und Tierreich
voOllig unbekannt. Die Aktivierung von Glucose geschieht dabei liber die Reaktion von
UDP-Glucose mit Sauren. Als Acylakzeptor fungieren Alkohole, die aus der
Wirtspflanze sequestriert bzw. de novo aus Aminoséuren gebildet wurden. Ebenso
kann Glucose, die durch Deglucosylierung der Blattalkoholglucoside frei gesetzt
wird, als Acylakzeptor wirken.

Interessant ist die Frage nach der Herkunft der UDP-Glucose bzw. ob die Biosynthese
der 1-O-p-pD-acylglucosen aus UDP-Glucose iiberhaupt im Reservoir stattfindet.
Moglicherweise wird die im Fettkorper gebildete Sdure bereits dort mit UDP-Glucose
zu 1-O-f-D-acylglucose umgesetzt, welche tiber den Himolymphstrom zum Reservoir
transportiert wird und anschlieend iiber Glucosidtransporter in das Driisenreservoir
gelangt. Der zuletzt genannte Mechanismus wiirde den energetisch giinstigeren
Prozess darstellen, da so kein Import von ATP und UTP fiir die Bildung der UDP-

Glucose in das Reservoir nétig wiren. Das ist deshalb fiir die Larve vorteilhaft, da der
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Reservoirinhalt regelmifBig entleert wird und somit energiereiche Strukturen
verschwendet wiirden. Moglich wére auch die vollstdndige Biosynthese von 1-O-/4-D-
Acylglucosen aus UDP-Glucose und Sédure im Reservoir. In dieser Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass im Sekret eine UDP-Glucosyltransferase-Aktivitat
vorhanden ist (Kap.: 3.3.5.3). Somit kann auch dort die Glucosylierung der freien
Sduren zu 1-O-f-D-acylglucosen vollzogen werden. Im Hinblick auf die 1-O-f-D-
acylglucosen ist die betrachtliche Glucosidaseaktivitit im Reservoir nicht zu
vernachldssigen. Deshalb widre auch der erginzende Einsatz beider
Glucosylierungssysteme  vorstellbar: Im  Fettkorper synthetisierte 1-O-4-D-
acylglucosen werden in das Reservoir transportiert, in welchem eine Glucosidase
moglicherweise einen Teil der reaktiven, glucosidanalogen 1-O-f-D-acylglucosen
spaltet. Durch die Anwesenheit eines zweiten UDP-Glucosylierungssystems im
Reservoir wird dieser Teil wieder zu den reaktiven 1-O-/-D-acylglucosen umgesetzt,
welche dann von der Acyltransferase verwertet werden konnen. Somit wiirden zwei
sich ergénzende Glucosylierungssysteme vorliegen, die zur Aufrechterhaltung der
Biosynthese dienen. In zukiinftigen Arbeiten sollten kinetische Vergleiche zwischen
den Blattalkoholglucosiden und den 1-O-f-D-acylglucosen als Substrat der
Glucosidasen im Reservoir durchgefiihrt werden. Es stellt sich die Frage, ob 1-O-4-D-
acylglucosen in Gegenwart der Glucosidasen {iberhaupt stabil sind oder sofort
deglucosyliert werden. Ein UDP-Glucosylierungssystem im Reservoir ist nur sinnvoll,
wenn sich die Hydrolysegeschwindigkeiten von sequestrierten Blattalkoholglucosiden

und 1-O-f-D-acylglucosen deutlich voneinander unterscheiden.

Zusammenfassend kann fiir die Biosynthese der Ester in C. lapponica Larven
folgender Weg postuliert werden (Abb.: 3-12): Im Fettkdrper findet die
Transaminierung (I) und oxidative Decarboxylierung (II) der Aminosiuren 1 zu
Sauren 2 statt. AnschlieBend kann auf zwei verschiedenen Wegen die Glucosylierung
(IIT) der Saure mit UDP-Glucose 4 erfolgen: (a.) Die Sdure wird im Fettkérper mit
UDP-Glucose glucosyliert und die gebildete 1-O-f4-D-acylglucose 3 wird dann iiber
die Himolymphe' ins Reservoir transportiert oder (b.) Die freie Siure 2 wird iiber die

Hiamolymphe ins Reservoir transportiert und im Reservoir mit UDP-Glucose zur 1-O-

! Hamolymphe: Leibeshchlenfliissigkeit
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Abbildung 3-12: Postulierter Biosyntheseweg von Wehrsubstanzen in Chrysomela lapponica.
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p-D-acylglucose 3 glucosyliert. Aus dem Darm werden glucosidisch gebundene
Blattalkohole 5 in das Reservoir transportiert und zu Glucose 6 und freiem Alkohol 7
deglucosyliert (IV). Im Reservoir findet dann der Transfer (V) der Acylgruppe von 1-
O-f-D-acylglucose 3 auf den Alkohol 7 bzw. Glucose 6 statt. Durch diese Reaktion

werden Ester sowie Glucose-6-O-ester gebildet.

Zusitzliche Aktivitétstests mit den Sekreten des Sequestrierers Chrysomela populi
und des Iridoidproduzenten Phaedon cochleariae fielen negativ aus. Vermutlich
haben diese evolutiv gesehen dlteren Vertreter die Acyltransferase aus dem Primér-
stoffwechsel noch nicht fiir die Biosynthese ihrer Wehrsubstanzen rekrutiert bzw. ist
dieses Enzym bei ihnen nicht aktiv. Die Entwicklung der Acyltransferase scheint auf
die hoher entwickelten Esterproduzenten begrenzt zu sein, wihrend die basalen

Gruppen noch tiber kein (funktionsfahiges) Enzym verfiigen.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass die adulten Tiere der Spezies C. lapponica
scheinbar eine vollig andere Wehrstrategie verfolgen. Thr Wehrsekret enthélt 3-
Nitropropionate in der 6°-, 2¢6°- bzw. 3¢,6°-Position des A’-Isoxazolin-5-
onglucosids!' '), Betrachtet man allerdings die Biosynthese der Substanz genauer, so
zeigt sich eine extreme Ahnlichkeit zum larvalen Biosyntheseschema (Abb.: 3-13).

114 . . . .
1.17-95 1141 \yiesen nach, dass die Biosynthese von A*-Isoxazolin-5-on und

Randoux et a
3-Nitropropionsdure von der Aminosdure Aspartat ausgeht. In konsekutiven Schritten
von Oxidation und Decarboxylierung werden so die beiden Substanzen de novo
gebildet. Die Bildung des Glucosids erfolgt durch die Reaktion mit UDP-Glucose.
Der Acyltransfer der 3-Nitropropionsdure konnte dann analog mit der gleichen Acyl-
transferase wie in den Larven stattfinden. Man findet also auch hier die dquivalenten
Teilschritte der Biosynthese in den Adulten wieder: de novo Synthese von Sduren aus
Aminosduren, Sequestrierung von Glucose, eine UDP-Glucosyltransferreaktion und
die Veresterung mit de novo produzierten Sduren. Diese offensichtliche Ahnlichkeit
der larvalen und adulten Biosynthesewege fiir Wehrsubstanzen liegt vermutlich darin

begriindet, dass die Rekrutierung einmal vorhandener Enzyme 6konomisch sinnvoller

ist, als der Einsatz neuer Enzyme.
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Abbildung 3-13: Reaktionsschema der Biosynthese von 3-Nitropropionsiure und A’-Isoxazolin-5-
onglucosid nach Randoux et al."*!

In diesem Zusammenhang ist die larvale und adulte Wehrchemie des Kéfers
Chrysomela populi evolutiv gesehen besonders interessant. Die Larven sind
ausschlieBlich Sequestrierer von Salicin. Sie nutzen dann eine Salicylalkoholoxidase
(SAO), um deglucosylierten Salicylalkohol in die Wehrsubstanz Salicylaldehyd zu
iiberfiihren®™ *?. Als Imagines hingegen produzieren sic wie C. lapponica
Nitropropionsiure und Isoxazolinonglucoside!"'”. Vermutlich folgt in beiden Spezies
die Biosynthese der gleichen Sequenz. Wenn die Hypothese der Rekrutierung gleicher
Enzyme im larvalen und adulten Organismus richtig ist, sollte hinterfragt werden,
warum C. populi Larven nicht in der Lage sind Blattalkoholester zu bilden. Ein
Vergleich der biosynthetisch involvierten Enzyme anhand von cDNA-Bibliotheken
sollte Aufschluss iiber eventuell vorhandene Sequenzdhnlichkeiten geben. Durch
heterologe = Expression der entsprechenden Gene konnte dann ein

Funktionalititsnachweis gefiihrt werden.
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3.3.6 Untersuchungen zum Ausmal} der de novo Produktion von Sauren und

Alkoholen

Wie bereits erwédhnt (Kap.: 1.2.1), ist die de novo Produktion von Sekretinhaltsstoffen
eine biosyntetisch aufwindigere Strategie als die Sequestrierung. Im Falle einer
Verinderung der Wirtspflanzenchemie hilft es aber der Larve, ihre chemische
Verteidigung aufrechtzuerhalten. In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt (Kap.: 3.3.2),
dass eine ganze Reihe an Wehrsubstanzen auch ausschlieBlich de novo hergestellt
werden kann. Andert sich die Chemie der Wirtspflanze durch jahreszeitliche
Schwankungen oder findet gar ein Wirtspflanzenwechsel statt, wie er wéhrend der
Evolution von C. lapponica mehrfach vorgekommen ist, dann wire die Larve so in
der Lage, ihre Verteidigung durch den flexiblen Wechsel zwischen Sequestrierung
und de novo Synthese trotzdem aufrechtzuerhalten. Zur Untersuchung des AusmaRes
dieses flexiblen Einsatzes beider Strategien wurde ein kiinstlicher Wirtspflanzen-
wechsel von Betula nana auf eine nicht als Wirtspflanze genutzte Salix ssp.
herbeigefiihrt. Zur Untersuchung des Ursprungs der Alkoholeinheit wurden die
Isotopensignaturen ausgewéhlter Wirtspflanzen-Alkohole sowie die Isotopen-
signaturen der Sekretalkohole vor und nach dem Wirtspflanzenwechsel mit GC-C-
IRMS analysiert. Da bei diesem Experiment ausschlieBlich der Alkoholteil der Ester

von Interesse war, wurden die Sekretester vor der Analyse hydrolysiert (Abb.: 3-14).

KZCO3IMeOH 2
HO—R'  + )k
/ 30m|n 40°C

R OMe

Abbildung 3-14: Formelschema zur Hydrolyse von Estern mit K,CO;/MeOH.

Bei der Analyse der Proben zeigte sich, dass nach vier Tagen Fra3 der Larven auf der
nicht-natiirlichen Wirtspflanze Salix ssp. die Isotopensignaturen von Benzylalkohol
und Phenylethanol weder der natiirlichen Wirtspflanze Betula nana entsprechen noch
die Signatur des artifiziellen Wirtes Salix ssp. tragen (Abb.: 3-15). Eine dhnliche
Isotopensignatur der Wirtspflanzenalkohole und Sekretalkohole deutet auf ein hohes
Mal an Sequestrierung hin, wihrend auffallend unterschiedliche Signaturen ein hohes

MaB an de novo Synthese vermuten lassen konnten.
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Abbildung 3-15: Isotopensignaturen von Benzylalkohol und Phenylethanol in der natiirlichen
Wirtspflanze Betula nana, der nicht-natiirlichen Wirtspflanze Salix ssp. und des Sekrets nach
vier Tagen Fraf} auf Salix ssp.

Die Isotopensignatur ist abhidngig von Umweltfaktoren, wie der geographischen Lage
als auch von isotopendiskriminierenden enzymatischen Prozessen'® *°!. Aufgrund der
fehlenden Werte der Isotopensignaturen bei Frall auf Betula nana am Tag Null des
Wechsels kann nicht abschlieend bewiesen werden, ob die beobachtete Differenz in
den Signaturen auf eine von Natur aus intensive de novo Synthese der Alkohole
hindeutet oder das Resultat des noch nicht abgeschlossenen Anpassungsprozesses an
die neue Wirtspflanzenchemie darstellt, obwohl Benzylalkohol und Phenylethanol
von Beginn an aus der neuen Wirtspflanze sequestriert werden. Dieses Szenario ist
allerdings unwahrscheinlich, da die Reservoire jeden Tag entleert wurden und somit
ein vollstdndiger Austausch der pflanzlichen Prikursoren gewihrleistet war. Somit ist

ein signifikanter de novo Beitrag zur Biosynthese der Alkohole naheliegend.

3.3.7 Aminosiurezusammensetzung der Wirtspflanzen

3.3.7.1 Produktion von Abwehrsubstanzen als Abbaumechanismus von

iiberschiissigen Aminosduren

Aufgrund der Spezialisierung der verschiedenen Populationen auf unterschiedliche
Wirtspflanzen wurde vermutet, dass die Pflanzenchemie stark die chemische

Zusammensetzung des Sekrets beeinflusst. So produzieren die Birke fressenden
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Populationen groBe Mengen an Estern, bei denen die S&urekomponenten aus
nachweislich pflanzenbiirtigen Aminosduren abgeleitet sind. In den salicinreichen
Weide fressenden Populationen wird hingegen die Produktion von Salicylaldehyd
bevorzugt. Aus diesem Grund wurde vermutet, dass Birke hohere Konzentrationen an
Aminoséuren, speziell Val (Isobutyrate), lle (2-Methylbutyrate) und Phe (Benzoate)
enthdlt. Zusatzlich wurde Ala als moglicher Acetatvorldufer genauer untersucht. Um
diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde die Aminosdurezusammensetzung von Betula
nana als Wirtspflanze der Ester produzierenden Population, sowie von Salix
breviserrata als Wirtspflanze der Salicylaldehyd produzierenden Population
untersucht (Abb.: 3-16). Dabei zeigte sich, dass Salix breviserrata bei den essentiellen
Aminosduren Val (F(1,4)=452.672, p=0.000), Phe (F(1,4)=1212.525, p=0.000) und
Ile (F(1,4)=282.969, p=0.000) dhnlich wie die meisten anderen Aminosiuren (nicht
dargestellt) eine hochsignifikant hohere Konzentration an freien Aminosduren

aufweist. Bei den proteingebundenen Aminosduren kehrt sich das Ergebnis um.
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Abbildung 3-16: Konzentration an (A) gebundenen und (B) freien Aminosiuren, sowie (C)
Gesamtaminosidurekonzentration in Betula nana und Salix breviserrata, (n=3).
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Hier ist bei Val (F(1,4)=23.037, p=0.009), Phe (F(1,4)=10.680, p=0.031), Ile
(F(1,4)=38.734, p=0.003) und Ala (F(1,4)=68.585, p=0.001) eine signifikant hohere
Konzentration, genauso wie bei vielen anderen Aminosduren (nicht dargestellt), in
den Blittern von Betula nana zu finden. Berechnet man hingegen die
Gesamtaminosdurekonzentration, dann zeigt sich in den Bléttern von Betula nana fiir
Val (F(1,16)=61.941, p=0.000), Ala (F(1,16)=278.132, p=0.000) und Ile
(F(1,16)=130.653, p=0.000) eine hochsignifikant hohere Konzentration als in Salix
breviserrata. Bei Phe (F(1,16)=3.425, p=0.083) konnte statistisch kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden.

Die signifikant hoheren Gesamtaminosidurekonzentrationen von Ala, Val und Ile in
Betula nana unterstiitzen zwar die Hypothese des Aminosdureabbaus durch die
Esterbildung. Allerdings sind die statistisch nachgewiesenen Unterschiede objektiv
gesehen so gering, dass es eine andere Erklarung fiir die Esterbildung geben muss.
Die leicht erhohten Aminosdurekonzentrationen, speziell von Val, Ile und Ala, in
Betula nana kénnen nur unwesentlich zur Bevorzugung der Esterbildung beitragen.
Zusitzlich zu den beiden erwédhnten Wirtspflanzenspezies wurde auch die kasachische
Hochgebirgs-Weidenspezies (Salix ssp.) untersucht, auf der die C. lapponica Larven
alternativ fressen. In den Sekreten dieser Larven wurde kein Salicylaldehyd detektiert,
stattdessen aber ein Esterspektrum, das den Birke fressenden Spezies stark @hnelt.
Sollte die Hypothese der Esterproduktion aufgrund eines Uberangebots an
Aminosduren stimmen, dann sollten Betula nana und die zuvor beschriebene Salix
ssp. eine &dhnliche Aminosduezusammensetzung haben. Die Untersuchungen
bestitigen, dass die Aminoséurekonzentrationen an Val und Ile hier nicht signifikant
voneinander differieren. Bei Ala und Phe ist eine signifikant (p=0.05) hohere
Konzentration in Betula nana zu beobachten.

Aufgrund dieses Sachverhalts kann zwar ein kleiner Beitrag der Aminosédure-
konzentration in den Pflanzen zur Wahl des Biosyntheseweges vermutet werden.
Letztlich ist der Unterschied in den Gesamtaminosdurekonzentrationen aber zu
gering, als dass ein klarer Einfluss bestétigt wird. Zudem ist nichts {iber die
Transporteigenschaften der larvalen Aminosduretransporter bekannt. Die interne
larvale Aminosdurekonzentration wird nicht durch passiven Import bestimmt, sondern
ist abhéngig von der Transportkapazitidt der Aminosduretransporter. Somit kann auch
ein grofles externes Angebot an Aminosduren auf ein verwertbares Mal3 fiir die

Larven reduziert werden.
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3.3.8 Korrelation Blattalkohole vs. Sekretalkohole

Vorangegangene Experimente zum Ausmall des Transports von verschiedenen
Thioglucosiden haben bewiesen, dass der GroBteil der verwendeten Thioglucoside in
statistisch gleicher Menge in das Reservoir transportiert wird (Kap.: 3.3.1). Dieses
Experiment gibt Aufschluss iiber das theoretische, aber nicht das natiirliche
Transportverhalten, da die Menge der angebotenen Thioglucoside (0.5 pmol-cm™) die
natiirliche Konzentration der Alkohole im Blatt weit {ibersteigt. Mit dem vorliegenden
Experiment soll gezeigt werden, in welchem Konzentrationsverhéltnis die
Blattalkohole in der Wirtspflanze vorkommen und ob es Préferenzen fiir den Import
bestimmter Alkohole gibt. Dazu wurden die Konzentrationen der aus den fiinf
Hauptsubstanzen abgeleiteten Alkohole im Sekret bestimmt. Ebenso wurde
Blattmaterial der Wirtspflanze Betula nana auf die Alkoholkomposition untersucht

(Tab.: 3-8).

Tabelle 3-8: Prozentualer Anteil der Alkohole in den Wirtspflanzen und im Sekret, bezogen auf
fiinf Hauptkomponenten im Sekret der ausschlieBlich auf Betula nana fressenden Larven.

Substanz Anteil in Wirtspflanze Prozentualer Anteil in Sekret
[%o] [%o]

(Z)-3-Hexenol 7.2 12.5

Benzylalkohol 8.1 18.4

Phenylethanol 2.6 6.4

p-OH-Phenylethanol 18.5 51.2

Betuligenol 63.6 11.5

Es zeigte sich, dass die Mengenverhéltnisse der Blattalkohole in der Wirtspflanze
nicht im Sekret wiedergefunden werden konnen. Es scheint klare Priaferenzen fiir den
Import von p-OH-Phenylethanol zu geben, widhrend Betuligenol als

Hauptkomponente der Wirtspflanze nur in limitiertem Ausmal} importiert wird.

3.4 Wirkungsweise der Wehrsubstanzen

Diese Arbeit hat Beitrdge zur qualitativen und quantitativen Zusammensetzung des

Wehrsekrets und {iber das AusmaB und die Selektivitit des Transports von
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Wehrsubstanzvorstufen aus den Wirtspflanzen, sowie iiber die Biosynthese der
Wehrsubstanzen geleistet. Génzlich unbekannt ist dariiber hinaus die Wirkungsweise
des Wehrsekrets der Birke fressenden C. lapponica Populationen. Frithere Arbeiten
wiesen nach, dass Salicylaldehyd durch seine antimikrobiellen Eigenschaften als
Verteidigungssubstanz der Weiden bewohnenden Populationen wirkt'*. Die
Wehrsekrete der auf Birke lebenden Spezies enthalten kein Salicylaldehyd, sondern
Sduren, Alkohole und deren Ester. Diesen wurde bisher kein antibakterieller,
antifungaler und zytotoxischer Effekt gegen Insektenzellen (Trichoplusia ni)!*”
nachgewiesen. Die abwehrende bzw. giftig wirkende Substanz im Sekret wurde daher
bisher nicht identifiziert. Die im Sekret vorhandenen leichtfliichtigen Ester von
Blattalkoholen haben moglicherweise eher die Aufgabe einer long-range-Abwehr, da
sie leichtfliichtig sind und die Population in eine ,,Duftwolke* einhiillen.

Mit dem derzeitigen Stand des Wissens konnen wir unter Betrachtung der
Inhaltsstoffe bei der kasachischen Population sowie der tschechischen Population
eigentlich nicht von einem Wehrsekret sprechen, da keiner der nachgewiesenen
Inhaltsstoffe iiber ein Giftpotential verfiigt. Im Gegenteil, die Ester, wie
Benzylisobutyrat finden teilweise als Duft- und Aromastoffe Anwendung in der
Nahrungsmittel- und Duftstoffindustrie. Die erstmals in dieser Arbeit nachgewiesenen
6-0O-Acylglucosen scheinen ebenfalls {iber kein toxisches Potential zu verfligen. Fiir
pflanzliche 2,3,4-Tri-O-acylglucosen wurde zwar bereits ein abwehrender Effekt auf

[44, 97

Blattlduse nachgewiesen I Die Giftigkeit der Triacylglucosen scheint auf deren

Hydrolyse zuriickzufiihren zu sein, bei der Carbonséuren frei gesetzt werden. Carbon-
sduren sind mit zunehmender Kettenlédnge in der Lage, die lipophilen Zellmembranen

von Predatoren zu durchdringen. Die groBte Toxizitdt wurde dabei fiir Laurinsdure

[124

nachgewiesen!'**!. Fiir die 6-O-Acylglucosen ist diese Hypothese nicht anwendbar, da

die Saurekomponenten nur eine Kettenldnge von C4 bzw. Cs besitzen und zudem die
6-O-Ester stabiler sind als die pflanzlichen 2,3,4-O-Triacylglucosen und somit
weniger freie Sduren gebildet werden.

Zu einem geringen Teil (3%) liegen auch freie Sduren (Essigsdure, [sobuttersaure, 2-

CHj-Buttersdure und Benzoesdure) vor. Diesen wird aber eher ein Pheromon-

Charakter zugeschrieben. So nutzen Rentiere diese Sauren als Territorialmarker'®'],

Rhesus-Affen nutzen Essigsdure und Isobuttersdure als minnliches Sexstimulans!' ">

6491 Eine direkte ichthyotoxische und antifungale Wirkung wurde bisher nur fiir
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langkettige (>Cs) gesittigte und ungesittigte Fettsduren, wie Linolensédure und

Palmitinsdure, beschrieben 11,

3.4.1 Agardiffusionstests

Durch Agardiffusionstests sollte herausgefunden werden, welche Substanzen ein
wachstumhemmendes Potential auf Bakterien (Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas  syringae, etc.), Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und Pilze
(Entomopathogener Pilz: Beauveria bassiana FSU-4404 und FSU-5084) haben. Dazu
wurden Bakterien- bzw. Pilzstdimme auf Agarmedien kultiviert und in anschlieBenden
Agardiffusionstests mit Losungen der einzelnen Wehrsubstanzen in natiirlicher Kon-

zentration das Ausmall der Hemmhofbildung dokumentiert (Tab.: 3-9, Abb.: 3-17).

Tabelle 3-9: Hemmbhoftest der Wehrsubstanzen gegen verschiedene Bakterien, die Hefe S.
cerevisiae und zwei Stimme des enthomopathogenen Pilzes B. bassiana

> — E g N § § @ § N
Substanz S — 2 3 3 g = kS 3 S+ ¥x
Z €& §° Z. § §$g - 8z &- §% s8
(natiirliche s g §° s = i §' 5 2 85 $Q £ &y 7%
. S § <£&8 §9 § %% §» £2 §= 32 3=
Konzentration) . “ 2% S ] S0 S 3 < )
. 1 3 S . =] =
X 03 SIS > o . Y q o
R %o o) oY =
Glucose - - - - - - - - -
Glucose-6-O-isobutyrat - - -
Glucose-6-0-2-methylbutyrat - - -
Benzylalkohol - - - - - - - - - -
Phenylethanol - - - - - - - - - -
(Z)-3-Hexenylisobutyrat - - - - - - - - _ R
Benzylisobutyrat - - - - - - - - - -
Phenylethyl-2-methylbutyrat - - - - - - - - - -
8-OH-linalyl-2-methylbutyrat - + - -
p-OH-Phenylethylisobutyrat ) - + -
p-OH-Phenylethyl-2-methyl-
butyrat ) + + (+)
Betuligenolisobutyrat +) - + _
Salicylaldehyd + - + + + + + + + + +
Essigséure - - - - - - - - - -
Isobuttersdure +

2-CH;-Butterséaure +
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Abbildung 3-17: Agardiffusionstests mit natiirlichen Konzentrationen verschiedener
Sekretinhaltsstoffe gegen (A) Escherichia coli N100, (B) Saccharomyces cerevisiae h107, (C-F)
Beauveria bassiana FSU-4404: (1) Benzylalkohol: 0.4 mM, (2) (Z)-3-Hexenylisobutyrat: 5.0 mM,
(3) Essigsidure: 4.5 mM, (4) Benzylisobutyrat: 10.9 mM, (5) Phenylethyl-2-methylbutyrat:
4.1 mM, (6) p-OH-Phenylethyl-2-methylbutyrat: 31.3 mM, (7) Betuligenolisobutyrat: 5.3 mM, (8)
8-OH-Linalyl-2-methylbutyrat: 0.2 mM, (9) Glucose: 605 mM, (10) Salicylaldehyd: 1681 mM
(finnische C. lapponica Population), (11) Glucose-6-O-isobutyrat: 24.2 mM, (12) Glucose-6-0-2-
methylbutyrat: 97.8 mM, (14) Isobuttersiure: 1.4 mM, (15) 2-Methylbuttersiure 0.4 mM, (K)
Kontrolle: EtOH.
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Eine Hemmung des Wachstums kann bei Gram-negativen Bakterien durch
Salicylaldehyd beobachtet werden. Alle anderen getesteten Substanzen zeigten keine
Inhibierung des Wachstums. Die Versuche bestétigen die antibakterielle Wirkung von
Salicylaldehyd auf ausgewidhlte Gram-negative, aber nicht das Gram-positive
Bakterium Bacillus subtilis™*®). Gross untermauerte die antibakterielle und antifungale
Wirkung von Salicylaldehyd durch ein Experiment, in dem er das Wehrsekret aus den
Driisenreservoiren von Phratora vitellinae entfernte. Daraus resultierte eine erhohte
Anfilligkeit der Larven fiir Infektionen durch die entomopathogenen Pilze Beauveria
bassiana und Metarhizium anisopliae’™.

Interessanterweise konnte bei beiden Stimmen von Beauveria bassiana eine
Hemmung des Wachstums in der Gegenwart von Salicylaldehyd, p-OH-Phenylethyl-
2-methylbutyrat, p-OH-Phenylethylisobutyrat (gegen Beauveria bassiana FSU-4404
getestet, keine Abbildung) und Betuligenolisobutyrat beobachtet werden. Diese

Hemmung ist auch nach sieben Tagen noch deutlich nachzuweisen (Abb.: 3-18).

Abbildung 3-18: Agardiffusionstests mit (6) p-OH-Phenylethyl-2-methylbutyrat: 31.3 mM, (7)
Betuligenolisobutyrat: 5.3mM gegen Beauveria bassiana FSU-4404. (A) nach drei Tagen, (B)
nach sieben Tagen.

p-OH-Phenylethylester stellen mit ca. 50 Massen-% die Hauptsubstanzen in den
Sekreten der kasachischen Population dar. Diese Substanzen sind ebenfalls in anderen
Populationen aus Tschechien, Frankreich (Saint-Véran, Roché-Sanadoire) und
Deutschland zu finden. Des Weiteren konnten sie auch im Sekret der Erle fressenden

Spezies C. mainensis interna aus Alaska nachgewiesen werden (Kap.: 3.2).
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Dieselben Substanzen zeigten auch eine inhibierende Wirkung auf Pseudomonas
syringae pv. glycinea sowie eine schwache Hemmung auf das Wachstum von

Escherichia coli.

Die erstmalig im Sekret von C. lapponica Larven nachgewiesenen 6-O-Acylglucosen
zeigten trotz der hohen Konzentrationen in den Hemmhoftests keine Wirkung auf E.
coli, P. syringae pv. glycinea und Beauveria bassiana FSU-4404. Da ihnen auf
diesem Weg keine mikrobiologische Wirksamkeit nachgewiesen werden konnte, stellt
sich die Frage, ob sie doch nur als Nebenprodukte der Transacylierungsreaktion
aufzufassen sind. Mdoglicherweise diskriminiert die larvale Acyltransferase aufgrund
ihrer breiten Substrattoleranz nicht zwischen wehrstrategisch aktiven und inaktiven
Stoffen, sondern verestert den Grofteil der im Reservoir vorhandenen Stoffe.

Zusitzlich zu den Estern wurden auch die korrespondierenden freien Sduren
Isobuttersdure und 2-CHj3-Buttersdure auf ihre Hemmwirkung gegen Beauveria
bassiana FSU-4404 getestet. Dabei stellte sich heraus, dass beide Sauren in
Konzentrationen von 10 mM eine deutliche Hemmwirkung nach 72 h zeigen. Diese
Hemmwirkung verliert sich allerdings nach sieben Tagen. Damit ist die Wirkung
wohl eher auf eine temporidre Erniedrigung des pH-Wertes in der Wachstumszone
zurlickzufiihren und greift nicht grundlegend in den mikrobiellen Organismus ein wie
im Falle der Benzoesdure!’"* ''® 138 142 193] ‘[gobuttersiure, 2-Methylbuttersiure und
Benzoesdure stellen mit einer Summe von ca. 130 ng/mg Sekret zudem eine Minoritit
unter den Sekretinhaltsstoffen dar. Eine Hydrolyse der Ester trdgt aufgrund ihrer
Stabilitdt nur geringfiigig zur Erhohung der Konzentration an freien Siuren bei.

Essigsdure mit 220 ng/mg Sekret zeigte keine antimikrobielle Wirkung.

Die extrem hohen Glucosekonzentrationen von bis zu 14% zeigten keine Hemm- und
auch keine wachstumsfordernde Wirkung in den Agardiffusionstests. Vermutlich sind
die hohen Konzentrationen auf den eingeschriankten Riicktransport aus dem Reservoir
zuriickzufiihren (Kap.: 3.2.1). Ein positiver und willkommener Nebeneffekt der hohen
Glucosekonzentrationen konnte die Erniedrigung des Dampfdruckes des Sekrets

verbunden mit einer verminderten Verdunstung der leichtfliichtigen Ester sein.

Zusitzlich zu den Einzelsubstanzen wurde auch eine, aufgrund der begrenzten

Verfiigbarkeit, 25-fach verdiinnte Losung des Sekrets in einem Hemmbhoftest mit
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Beauveria bassiana FSU-4404 verwendet. Hierbei konnte keine Hemmwirkung
festgestellt werden. Allerdings zeigte ein Test mit verschiedenen Konzentrationen der
mikrobiologisch wirksamen p-OH-Phenylethylester, dass auch hier die natiirliche
Konzentration im Sekret die minimal wirksame Konzentration darstellt. Aus diesem

Grund kann auch fiir das verdiinnte Sekret keine Hemmwirkung beobachtet werden.

In diesem Test konnte fiir drei der Hauptsubstanzen im Sekret der Birke fressenden C.
lapponica Larven eine antimikrobielle Wirkung nachgewiesen werden. Die
Produktion einer solchen Vielfalt an Substanzen, wie sie in Birke fressenden
Populationen beobachtet wird, scheint hingegen andere wehrstrategische und
biosynthetische Griinde zu haben. Auf der einen Seite kann die Komposition die
Wirksamkeit einzelner Substanzen steigern. Auf der anderen Seite kann auch das
Zusammenspiel der selektiven, aber unspezifischen Glucosidtransporter und die breite
Substratspezifitit der Acyltransferase (Kap.: 3.3.5.4) fiir das grofle Substanzspektrum

1m Sekret verantwortlich sein.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Laufe der Evolution haben Blattkdfer (Coleoptera: Chrysomelidae) erstaunlich
vielfdltige Verteidigungsmechanismen gegen Frafifeinde entwickelt. Dazu gehoren
nicht nur morphologische Charakteristika und bestimmte Verhaltensweisen, sondern
auch eindrucksvolle chemische Verteidigungsstrategien. Innerhalb des Subtribus
Chrysomelina, zu welchem die in dieser Arbeit untersuchte Spezies Chrysomela
lapponica gehort, lisst sich eine enge Verkniipfung zwischen der Wirtspflanzen-
chemie und der Zusammensetzung des Sekrets beobachten. Spezies, die de novo
Iridoide produzieren, sind weitgehend unabhéngig von ihren Wirtspflanzen und eine
entsprechende Wirtspflanzenvielfalt kann beobachtet werden (Abb.: 1-2). Die
Salicylaldehyd produzierenden Spezies sind hingegen auf den Eintrag der Vorstufe
Salicin aus Weiden angewiesen. Die sogenannte Interrupta-Gruppe, der C. lapponica
angehort, zeigt ein sehr breites Spektrum an Wehrsubstanzen, welches von Estern
dominiert wird, sofern die Spezies auf Birke oder anderen salicinarmen Wirtspflanzen
lebt. Fressen Interrupta-Spezies auf salicinreichen Weiden bevorzugen sie die Bildung
von Salicylaldehyd.

Wihrend die Biosynthese der Iridoide und von Salicylaldehyd schon im Detail

22, 87, 92, 98, 119, 126, 135, 136] : . = R
- 87,92, 98, 119, 126, 135, 136] "ot {iber die Biosynthese der Ester noch

untersucht wurde!
wenig bekannt. Man weill bereits, dass die Vertreter der Interrupta-Gruppe, somit
auch C. lapponica, eine biosynthetische Strategie verfolgen, bei der die Sequestrie-
rung von pflanzenbiirtigen Alkoholen und die de novo Synthese von Sduren aus dem
internen larvalen Aminosdurepool miteinander kombiniert wird, um Ester zu
produzieren. Gerade in C. lapponica gibt es eine so aullergewdhnlich hohe Vielfalt an
Estern, dass das Prinzip der Acylierungsreaktion von groBem wissenschaftlichem und
gegebenenfalls auch industriellem Interesse ist. Im Sekret der Birke fressenden

581 wobei die Isobutyrate

Population wurden ca. 60 verschiedene Ester nachgewiesen
und 2-Methylbutyrate von Blattalkoholen dominieren und Benzoate von
Blattalkoholen sowie Methyl- und Ethylester von langkettigen geséttigten und
ungesittigten Fettsduren die Minoritdt darstellen (Kap.: 3.2). Als Hauptsubstanzen
konnten in der kasachischen Birke fressenden Population p-OH-Phenylethylisobutyrat

und p-OH-Phenylethyl-2-methylbutyrat identifiziert werden. Zusitzlich zu den bereits



Zusammenfassung und Ausblick

bekannten Inhaltsstoffen wurden auch auBergewohnlich groBe Mengen an Glucose
und 6-O-Glucoseestern nachgewiesen. Deren Quantifizierung ergab, dass ihre
Stoffmengenkonzentration die an Blattalkoholabgeleiteten Estern um ein Sechsfaches
iibersteigen (Kap.: 3.2.1). Glucose und 6-O-Glucoseester konnten auch auch in allen
anderen untersuchten Spezies der Interrupta-Gruppe nachgewiesen werden. Die
Ursache fiir den teilweise enormen Uberschuss an Glucose im Sekret einiger Spezies
konnte noch nicht gefunden werden. In zukiinftigen Arbeiten sollte dieses Phdnomen,
das auf die Interrupta-Gruppe beschrinkt ist, gekldrt werden. Der Ursprung der
Glucose konnte durch Injektionsexperimente mit '*Ce-O-Glucosiden und
anschlieender Bestimmung des Verhéltnisses von Bg/?Cs-Glucose erfolgen.

Eng mit der Produktvielfalt im Sekret von C. lapponica ist die Fahigkeit der Larven
verbunden, selektiv aber unspezifisch Glucoside aus der Wirtspflanze in das
Reservoir zu sequestrieren. Zum Studium dieses Transportverhaltens wurden Thio-
analoga der natiirlichen O-Glucoside synthetisiert. Da diese ebenso verestert werden
wie die Blattalkohole wurden fiir die Quantifizierung des Transports zusitzlich 6-O-
isobutyryl und 6-O-2-methylbutyrylthioglucoside durch enzymatisch katalysierte
Veresterung hergestellt (Kap. 5.16.1).

Es hat sich gezeigt, dass der unspezifische Import beziiglich des Aglucons zusammen
mit einem selektiven Glucosidtransport in allen untersuchten Populationen von C.
lapponica beobachtet werden kann (Kap.: 3.3.1).

Neben der Sequestrierung von glucosidisch gebundenen Blattalkoholen wurde auch
die de novo Produktion von Sduren aus Aminosduren untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass Isobutyrate aus Valin, 2-Methylbutyrate aus Isoleucin und Benzoate aus
Phenylalanin abgeleitet sind. Zusitzlich zum oxidativen Aminosdureabbau konnte fiir
Phenylalanin auch ein reduktiver Weg nachgewiesen werden, bei dem Phenylethanol,
Benzylalkohol und p-OH-Phenylethanol gebildet werden (Kap.: 3.3.2). Leucin als
Isoleucin-Isomer wurde nicht von den Larven verstoffwechselt. Die Frage nach dem
Ort des Aminosdureabbaus konnte geklart werden. Durch Inkubationsexperimente mit
Fettkorpergewebe und “C-Phe konnte der Fettkorper als Ort des Aminosdureabbaus
identifiziert werden (3.3.4).

Der auf3erordentlich interessante Schritt der Transacylierung, die im Driisenreservoir
stattfindet, konnte im Rahmen dieser Arbeit aufgekldrt werden. Demnach wurden

durch Aktivititstests mit synthetischen Analoga 1-O-f-D-acylglucosen als
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Acyldonoren identifiziert (Kap.: 3.3.5.2). Die Biosynthese der 1-O-f-D-acylglucosen
erfolgt aus der Reaktion von UDP-Glucose mit den im Fettkdrper synthetisierten
Sduren (Kap.: 3.3.5.3). Damit konnte fiir C. lapponica ein in Insekten bislang
einmaliger Transacylierungsmechanismus nachgewiesen werden. Doch nicht nur
dieser neu entdeckte Biosyntheseweg ist von wissenschaftlichem Interesse. Auch die
extrem breite Substrattoleranz der Acyltransferase im Hinblick auf Séuren
(aminosdureabgeleitete, nicht aminosdureabgeleitete), Alkohole (priméire, sekundére)
und 1-O-f-D-acylglycosen (Glucose, Galactose) konnte zukiinftig in der chemischen
Industrie eingesetzt werden (Kap.: 3.3.5.4). Dazu muss die Sequenz des Gens
analysiert und die Acyltransferase heterolog expremiert werden. Bislang konnte in
einer cDNA-Bibliothek des Driisengewebes noch keine Ubereinstimmung mit bereits
bekannten Proteinen gefunden werden. Da dieser Weg erfolgversprechend ist, sollte
an der Optimierung der cDNA-Bibliothek gearbeitet werden und bioinformatische
Expertise in deren Auswertung einflie3en.

Die erfolgreichen Experimente in dieser Arbeit ermoglichen es, fiir die Biosynthese
der Ester in C. lapponica Larven einen vollkommen neuen Weg vorzuschlagen.
Demnach findet im Fettkdrper die Transaminierung und oxidative Decarboxylierung
der Aminosduren zu Séduren statt. Die Sduren werden liber die Himolymphe in das
Reservoir transportiert. AnschlieBend erfolgt vermutlich dort die UDP-abhingige
Glucosylierung der Sduren zu 1-O-f-D-acylglycosen. Alternativ ist auch die UDP-
abhingige Glucosylierung der Sduren im Fettkorper mit anschlieBendem Transport
der 1-O-p-D-acylglycosen iiber die Himolymphe ins Reservoir denkbar. Aus dem
Darm werden glucosidisch gebundene Blattalkohole in das Reservoir transportiert und
die Alkohole dort deglucosyliert. AnschlieBend findet die enzymatisch kataly-
sierteTransacylierung der 1-O-f-D-acylglycosen auf den Alkohol statt, wodurch die
Ester gebildet werden (Kap.: 3.3.5.6).

Wie bereits erwéhnt, sind C. lapponica Larven in der Lage, nicht nur Sduren, sondern
auch Alkohole de novo aus Aminosduren herzustellen. Damit sind sie theoretisch in
der Lage, eine grofle Zahl der Hauptkomponenten im Sekret autogen herzustellen
(Kap.: 3.3.2). Das Ausmal der de novo Synthese gegeniiber der Sequestrierung wurde
durch Analyse der Isotopensignaturen von Sekretalkoholen und Wirtspflanzen-
alkoholen mit GC-C-IRMS bestimmt. Die Ergebnisse der Experimente deuten darauf

hin, dass sich C. lapponica im Falle eines Wirtspflanzenwechsels, wie er im Laufe der
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Evolution mehrfach vorgekommen ist, durchaus auf die de novo Synthese von
Wehrsubstanzen umstellen kann und somit trotz fehlender pflanzlicher Vorstufen die
chemische Verteidigung aufrechterhalten kann (Kap.: 3.3.6). In zukiinftigen Arbeiten
sollte die zeitabhidngige Verdnderung der Isotopensignaturen der Sekretalkohole nach
einem Wirtspflanzenwechsel mit GC-C-IRMS genauer untersucht werden. Dieser
Zeitverlauf gibt Aufschluss iiber das tatsdchliche Ausmal} von de novo Synthese und
Sequestrierung.

In allen untersuchten C. lapponica Populationen wurde die zuvor beschriebene
Esterbildung beobachtet, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal (Kap.: 3.2). Dabei
scheint der Einsatz der Esterbildung vom externen Angebot an Salicin durch die
Wirtspflanze abhingig zu sein. Als Ursache fiir diesen Effekt kann zum einen die
Aktivitdt der Salicylalkoholoxidase verantwortlich gemacht werden, die effektiv
Salicylalkohol zu Salicylaldehyd umsetzen kann. Diese Substanz wird als
Hauptsubstanz im Sekret der salicinreichen Weide fressenden Populationen
beobachtet. Auf der anderen Seite wurde vermutet, dass die Esterbildung auch eine
Reaktion auf die Aminosdurezusammensetzung der Wirtspflanzen ist. Der Teilschritt
der de novo Produktion von Sduren aus Aminosduren konnte vermutlich durch das
pflanzliche Angebot an Aminoséuren kontrolliert werden. Fiir diese Hypothese wurde
kein schliissiger Beweis gefunden, da sich die Konzentrationen an Aminosduren in
Betula nana als Wirtspflanze der Ester produzierenden Larven und Salix breviserrata
als Wirtspflanze der Salicylaldehyd produzierenden Larven nicht erheblich
voneinander unterscheiden (Kap.: 3.3.7.1).

Bereits in Kapitel 3.3.1 wurde das Transportverhalten der larvalen Glucosid-
transporter mit synthetischen Thioanaloga der natiirlichen Blattalkoholglucoside
untersucht. Dieses Experiment gab zwar Aufschluss liber die enorme Transport-
kapazitit der Glucosidtransporter, nicht aber liber das natiirliche Transportverhalten
von glucosidisch gebundenen Vorstufen aus der Wirtspflanze. Dieses diskriminiert
deutlich zwischen verschiedenen Blattalkoholen, wie die Bestimmung der
Alkoholzusammensetzung in der Wirtspflanze und im Sekret zeigt. So wird in Birke
fressenden Larven glucosidisch gebundenes p-OH-Phenylethanol bevorzugt in das
Reservoir transportiert, obwohl die Hauptsubstanz in den Bléttern der Birke
glucosidisch gebundenes Betuligenol ist (Kap.: 3.3.8).

Mit dem vorangegangenen Experiment in engem Zusammenhang steht auch die

Beurteilung der Wirkungsweise des Sekrets. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
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mikrobiologische Wirksamkeit der Sekretinhaltsstoffe gegen verschiedene Bakterien,
Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und den entomopathogenen Pilz Beauveria
bassiana untersucht. Dabei erwiesen sich in Hemmbhoftests die Hauptsubstanzen p-
OH-Phenylethylisobutyrat, p-OH-Phenylethyl-2-methylbutyrat und Betuligenoliso-
butyrat im Sekret der Birke fressenden Populationen als andauernd hocheffektiv
gegen B. bassiana, P. syringae pv. glycinea und E. coli. Die mikrobiologische
Wirksamkeit von Salicylaldehyd als Hauptsubstanz der salicinreichen Weide
fressenden Populationen konnte bestdtigt werden. Alle anderen getesteten
Sekretinhaltsstoffe zeigten keine mikrobiologische Wirksamkeit, mit Ausnahme von
Isobuttersdure und 2-Methylbuttersdure, die eine kurzzeitige aber nicht dauerhafte
Hemmung des Wachstums verursachten (Kap.: 3.4.1). Von weiterem Interesse ist
auch die Wirksamkeit des Sekrets gegen Ameisen und andere Pridatoren. Diese sollte
durch Préiferenz-Experimente sowie Elektroantennogramm-Analysen mit Ameisen

evaluiert werden.
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5.1 Materialien und Gerite

Spektroskopie
NMR-Spektrometer:

IR-Spektrometer:
UV-Spektrometer:

Chromatographie

GC-EIMS:

LC-MS:

LC-Séaulen:
GC-C-IRMS:
Priparative HPLC:
Saulenchromatographie:

Diinnschichtchromatographie:

5.2 Chemikalien

Bruker Avance DRX 500
Bruker Equinox 55 FTIR Spektrophotometer
JASCO V-550UV/VIS Spektrophotometer

ThermoQuest Finnigan Trace GC-MS 2000
(Quadrupol) ausgestattet mit einer Alltech EC 5-
Sdule, 15 m x 0.25 mm, Filmdicke 0.25 pm
Agilent HP1100 mit Finnigan LCQ (Quelle:
APCI oder ESI)

GROMS-SIL 120 ODS-7 ph, 4 pum, 125x2 mm
Micromass IsoPrime

Gilson

Merck, Kieselgel 60 (0.0963-0.200 mm)

Merck, PSC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fous,
Schichtdicke 2 mm

Chemikalien, Enzyme und Standards wurden bei Sigma-Aldrich erworben, sofern

nicht anders angegeben.

5.3 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS Statistics 17.0 durchgefiihrt. Um

zuverldssige Daten zu erhalten, wurden alle Experimente mehrmals durchgefiihrt.

Ausreifler nach GRUBBS wurden aus den Datensidtzen eliminiert. Unterschiede

zwischen den Transportraten der Thioglycoside wurden durch univariate

Varianzanalyse (ANOVA) festgestellt. Da bei den Thioglucosid-Fiitterungsstudien
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keine Varianzengleichheit angenommen werden konnte, wurde post-hoc der T2-Test
nach Tamhane angewandt, um signifikante Unterschiede zwischen den Proben zu
evaluieren. Unterschiede in den Aminosdurekonzentrationen wurden durch univariate

Varianzanalyse (ANOVA) bestimmt.

5.4 Kaifer und Larven

Chrysomela lapponica (Kasachstan): Uryl, 49°05°N, 86°01°O
Chrysomela lapponica (Frankreich): Saint-Véran, 44°41°N, 6°55‘0O
Chrysomela lapponica (Deutschland): Oberrich, 47°30°N, 8°20°0O
Chrysomela lapponica (Frankreich): Roche Sanadoire, 45°40°N, 2°40°0O
Chrysomela lapponica (Tschechien): Kladska, 50°01°N, 12°40°0
Chrysomela lapponica (Finnland): Kevo, 69°45°N, 27°01°0
Chrysomela populi (Deutschland): Furth im Wald, 49°18°N, 12°50°O
Phaedon cochleariae (Deutschland): eigene Zucht

Chrysomela mainensis interna (Alaska): Fairbanks, 64°50°N, 147°38°W
Plagiodera rileyi equadoriensis (Equador): Cascada de San Rafael, 0°06’S, 77°35‘W

Phaedon semimarginatus (Equador): Baeza, Napo Province, 0°27°S, 77°53°W

Plagiodera viridipennis (Brasilien): Serra do Maranguape, Fortaleza, 3°43°S,
38°32°W

Plagiodera versicolora (Belgien): Briissel, 50°51‘N, 4°21‘O

Gastrophysa viridula (Belgien): Briissel, 50°51°N, 4°21°0

5.5 Haltung der Larven

Die Chrysomela lapponica Larven aus Saint-Véran (Frankreich) wurden in einem
Weinschrank bei 20 °C und einem Tag/Nachtrhythmus von 16/8 Stunden gehalten.
Die Larvenboxen wurden mit einem leicht feuchten Papiertuch ausgelegt und die
Larven darin mit Salix caprea bzw. Salix alba gefiittert.

Experimente mit C. lapponica Larven aus Kasachstan wurden wihrend der

Exkursionen ins West-Altai (08/2006 & 08/2008) durchgefiihrt. Die Larven wurden
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bei RT (ca. 20-25 °C) in mit leicht feuchtem Papiertuch ausgelegten Larvenboxen
gehalten.
Von allen anderen Larven wurde das Sekret von Prof. Jacques M. Pasteels (Briissel)

jeweils vor Ort gesammelt und in zugeschweilten Glaskapillaren nach Jena versendet.

5.6 Sammlung von Wehrsekret

Die Larven wurden mit einer Glaskapillare (Hirschmann Laborgerite, ID: 0.28 mm,
Liange: 100 mm) kurz gereizt, so dass sie den Inhalt ihrer Driisenreservoire
prasentierten. Die Sekrettropfen wurden anschlieBend mit der Glaskapillare

gesammelt.

5.7 Fiitterungsexperimente

5.7.1 Thioglucoside

Die Versuche wurden in einer Petrischale mit Deckel durchgefiihrt. Blétter wurden
mit einer 10 mM Ldsung von Thioglucosiden in Wasser bestrichen, so dass die
Konzentration 0.5 pmol-cm™ erreichte. Die Blitter wurden unter einem leichten
Luftstrom getrocknet und anschlieBend 10 Larven darauf gesetzt. Nach 24 h wurde
mit einer Kapillare Sekret gesammelt. Das Sekret wurde in einem definierten
Volumen MeOH (10-100 pl) gelost und unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation
(5 min, 13200 rpm) abgetrennt. Der Uberstand wurde mit LC-MS analysiert.

Saule: GROM-SIL 120 ODS-7 pH, 4 pm, 125 x 2 mm
Temperatur: 20 °C
Laufmittel: 0.5% Essigsdure in Wasser (A)

0.5% Essigsdure in Acetonitril (B)
Detektor: UV-Detektor — 224 nm, 254 nm, 280 nm
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Zeit [min] Laufmittel B [%] Flussrate [ml/min]
0 5 0.25
17 100 0.25
25 100 0.25
25.1 5 0.25
35 5 0.25

5.7.2 Isotopenmarkierte Aminosiuren

Die Versuche wurden in einer Petrischale mit Deckel durchgefiihrt. Blétter wurden
mit einer 10 mM Losung von isotopenmarkierter Aminoséure in Wasser bestrichen
(pL-Leucin-2-['*C] (Campro), L-Phenylalanin-[*Hs] und Valin-[*Hg] (Cambridge
Isotope Laboratories, Inc.), L-Isoleucin-[°Cs,'°N] (Isotec, Inc.) so dass die
Konzentration 0.5 pmol-cm™ erreichte. Die Blitter wurden unter einem leichten
Luftstrom getrocknet und anschlieBend 10 Larven darauf gesetzt. Nach 24 h wurde
mit einer Kapillare Sekret gesammelt. Dieses Sekret wurde in 20 pl EtOAc bzw.
CH,Cl, aufgenommen, unlosliche Bestandteile abzentrifugiert (5 min, 13200 rpm)
und der Uberstand der GC-C-IRMS-Analytik zugefiihrt. So konnte experimentell die

Isotopensignatur der Substanzen als & °C-Wert bestimmt werden.

Die Berechnung von *C[%] aus &"°C erfolgte nach folgender Formel:

RProbe

13
Cl%]| = - 100
[ 0] 1+RProbe
. __ 813C[%o]v-ppB*Rv-pDB
mit: Rprobe = 1000 + Rv-ppB
V-PDB: Vienna Pee Dee Belemnite (Referenz)
Rprobe: Isotopenverhéltnis Be/te
Ry.ppa: =0.0112375

S 3C[%o]v_pDB: experimentell ermittelter S3C-Wert
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5.7.3 [2H5]-Benzoeséiure

Die Versuche wurden in einer Petrischale mit Deckel durchgefiihrt. Blétter wurden
mit einer 10 mM Lésung von [*Hs]-Benzoesiure (Isotec, Inc) in Wasser bestrichen, so
dass die Konzentration 0.5 pmol-cm™ erreichte. Die Blitter wurden unter einem
leichten Luftstrom getrocknet und anschlieBend 10 Larven darauf gesetzt. Nach 24 h
wurde mit einer Kapillare Sekret gesammelt. Dieses wurde in 20pl EtOAc

aufgenommen und der GC-EIMS-Analytik zugefiihrt.

Séule: Alltech EC-5, 15 m, ID: 0.25 mm, Film: 0.25 pm
Trégergas: Helium (3 ml/min)
Split: 1/10

Heizrate [°C/min] Temperatur [°C] Haltezeit [min]

0 45 2

10 280 5

5.8 Inkubation des Fettkorpergewebes mit 13C-Phenylalanin

Fettkorpergewebe wurde aus 10 Larven prépariert, in 0.5 ml RNA-later tiberfiihrt und
mit 100 pl 10 mM 2-["*C]-Phe in H,0 24 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde mit
0.5 ml FEthylacetat extrahiert, unldsliche Bestandteile abzentrifugiert (5 min,
13200 rpm) und mit GC-EIMS vermessen.

Séule: Alltech EC-5, 15 m, ID: 0.25 mm, Film: 0.25 pm
Trigergas: Helium (3 ml/min)
Split: ohne

Heizrate [°C/min] Temperatur [°C] Haltezeit [min]

0 45 2

10 280 5
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5.9 Injektionsexperimente

2x69 nl einer 2.5 mM Losung von [*Hs]-Benzoesiure (Isotec, Inc.) in 0.9% NaCl in
Wasser wurden mit dem WPI Nanoliter 2000 Injector (2.3—73.6 nl, World Precision
Instruments, Berlin, Deutschland) mit ausgezogenen Glaskapillaren (AD: 1.14 mm,
ID: 0.5 mm) injiziert.

Die Larven wurden auf ein Blatt Betula pendula gesetzt und fressen gelassen. Nach
12 h wurde mit einer Kapillare Sekret gesammelt. Das Sekret wurde in 20 pl EtOAc
aufgenommen, unldsliche Bestandteile abzentrifugiert (5 min, 13200 rpm) und mit

GC-EIMS vermessen.

Séule: Alltech EC-5, 15 m, ID: 0.25 mm, Film: 0.25 pm
Trégergas: Helium (3 ml/min)
Split: ohne

Heizrate [°C/min] Temperatur [°C] Haltezeit [min]

0 45 2

10 280 5

5.10 Aktivititstests mit Rohsekret

5.10.1 Lokalisierung des Aminosiureabbaus

In vivo: Die ersten zwei Driisenreservoire von 10 Larven wurden entleert durch
Absammeln des Sekrets. Nachdem die Larven durch Reizung mit einer
Federstahlpinzette wiederum zum Ausstililpen ihrer Reservoire bewegt
wurden, wurde je 1 Tropfen einer 100 mM Losung von L-Isoleucin-
[*Cs,'"N] (Isotec, Inc.) plus 1 pl Heptanol in 0.9%-iger NaCl-Losung
auf ein zuvor entleertes Driisenreservoir gegeben. Durch Beenden der
Reizung saugten die Larven den Tropfen in die Reservoirs zuriick. Die
Larven wurden 3 h fressen gelassen. AnschlieBend wurde das Sekret der

ersten zwei Driisenpaare gesammelt, in 20 pul Aceton geldst und mit GC-
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C-IRMS auf die Bildung von gelabeltem Heptyl-2-methylbutyrat

untersucht.

In vitro: Ob der Aminosdureabbau im Driisenreservoir stattfindet, wurde getestet,
indem die Bildung von gelabeltem Heptyl-2-methylbutyrat im Sekret
nach Zugabe von L-Isoleucin-[*Ce,°N] (Isotec, Inc.) und Heptanol in
gepuffertem Wehrsekret verfolgt wurde. Der Reaktionsansatz enthielt
10 ul 50 mM BIS-TRIS pH 7, 0.5 ul Wehrsekret, 0.5 pl Heptanol, 1 pul
einer 100 mM Losung von L-Isoleucin-["*Ce,"’N] in 0.9%-iger NaCl-
Losung. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei 28 °C inkubiert und
dann mit 40 pul EtOAc extrahiert. Die Proben wurden mit GC-C-IRMS

analysiert.

5.10.2 1-Acylglucosen

Assays zur Substrat-Identifikation der larvalen Acyltransferasen wurden durchgefiihrt,
indem die Bildung der korrespondierenden Heptylester nach Reaktion von
verschiedenen 1-O-f-D-acylglucosen oder -galactosen mit Heptanol in gepuffertem
Wehrsekret verfolgt wurde. Der Reaktionsansatz enthielt 10 ul 50 mM BIS-TRIS pH
7, 0.5 pl Wehrsekret, 0.5 pul Heptanol and 5 pl 40 mM 1-O-/-D-acylglucose oder 1-O-
[-D-acylgalactose in Wasser. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei 28 °C inkubiert
und dann mit 40 pl EtOAc extrahiert. Die Proben wurden mit 10 ul MSTFA bei 50 °C
fiir 1 h derivatisiert, bevor sie der GC-EIMS-Analyse zugefiihrt wurden.

Saule: Alltech EC-5, 15 m, ID: 0.25 mm, Film: 0.25 pm
Tragergas: Helium (3 ml/min)
Split: 1/7

Heizrate [°C/min] Temperatur [°C] Haltezeit [min]

0 50 2

10 280 5
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5.10.3 UDP-Glucose

Assays zur Identifikation des Biosyntheseweges der 1-O-f-D-acylglucosen und -
galactosen wurden durchgefiihrt, indem die Bildung der korrespondierenden
Heptylester nach Reaktion von UDP-Glucose mit verschiedenen Carbonsduren in
gepuffertem Wehrsekret verfolgt wurde. Der Reaktionsansatz enthielt 10 ul 50 mM
BIS-TRIS pH 7, 0.5 ul Wehrsekret, 0.5 mg UDP-Glucose, 0.5 ul/0.5 mg Carbonsdure
und 0.5 ul Heptanol. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei 28 °C inkubiert und
dann mit 40 pul EtOAc extrahiert. Die Proben wurden mit 10 pl MSTFA bei 50°C fiir
1 h derivatisiert, bevor sie der GC-EIMS-Analyse zugefiihrt wurden. Zur Messung

wurden die gleichen Gerédteparameter gewihlt wie in Kapitel 5.10.2.

5.11 Agardiffusionstest

Bakterien:

I verwendet, in welches

Fir alle Agardiffusionstests wurde 5b-Festmedium!’
verschiedene bakterielle Indikatorstimme eingeimpft wurden. Mit diesem Test wurde
die Wirksamkeit der Substanzen bestimmt. Die Substanz diffundiert in den Agar und
die Testorganismen werden somit wéihrend des Wachstums einem Konzentrations-
gradienten ausgesetzt. Die Empfindlichkeit eines Indikatorstammes und die
Konzentration der Testsubstanz bestimmen die Grof3e des Hemmbhofes.

Alle bakteriellen Indikatorstimme wurden iiber Nacht bei 28 °C in Stl-
Fliissigmedium (Standard 1, Carl Roth GmbH & Co KG@G, Karlsruhe. Zubereitung:
25 g auf 11 destilliertes H,O. Autoklavieren 20 min bei 121 °C) kultiviert. Die
Inokulums-Suspensionen wurden auf eine ODs73 nn = 1 mit sterilem H;Ogemin
eingestellt. Zu 2 ml dieser Suspension wurden 48 ml fliissiges, auf 48 °C temperiertes,
Sb-Agarmedium gegeben und in Petrischalen (@ 145 mm) gegossen. AnschlieBend
wurden bis zu 12 Stanzlocher (@ 9 mm) pro Platte mit 50 pl Testlosung befiillt. Nach
einer 24-stiindigen Kultivierung der Platten bei 28 °C erfolgte die Auswertung.
Zwischen der GroBe des Hemmhofes wund dem Logarithmus der

Wirkstoffkonzentration besteht eine lineare Beziehung.
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S5b-Festmedium (1 Liter): 8.6g Glycerol, 2.6g KH,PO4, 5.5g Na,HPO4, 2.5g
NH4C1, I.Og, NaZSO4, 0.1g MgC12'6 HzO, 001g
FeSO47 H>0, 0.01 g MnSO4+4 H,0, 15.0g Bacto-Agar

Pilze:

Fiir diesen qualitativen Agardiffusionstest wurde Kartoffel-Glucose-Medium (PDA,
potato dextrose agar, Difco) verwendet, in das verschiedene Pilzstimme eingeimpft
wurden. Die Stamme wurden auf PDA-Medium angezogen. Mit einem Stanzer
(9 mm) wurden vier Stiicke aus dem Myzel ausgestochen und in 10 ml HOgemin
resuspendiert. Von dieser Suspension wurden je 1, 2 bzw. 3 ml zu 49, 48 bzw. 47 ml
flissigem, zu auf 50 °C temperierten Kartoffel-Glucose-Agar gegeben und in
Petrischalen (@ 145 mm) gegossen. Nach dem Erstarren wurden in jede Platte bis zu
elf Locher (@ 9 mm) gestanzt, in die 50 pl Testlosung gegeben wurden. Es folgte eine
Inkubation bei 28 °C fiir 24 bis 72 h. Durch die unterschiedlichen Volumina der
eingeimpften Testorganismen wurde die Sensitivitit des Bioassays variiert. Die
qualitative Auswertung des Tests erfolgte durch regelmiBige Beobachtung des

Wachstums der Pilze iiber eine Dauer von 72 h.

5.12 Derivatisierungsmethoden

= Derivatisierung mit N-Methyl-/V-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (MSTFA)

Zucker: 1 pmol Zucker wurde in 100 pl Pyridin geldst und 20 ul MSTFA
zugegeben. Die Probe wird 1h bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend

wurde mit Dichlormethan auf 1 ml aufgefiillt.

Wehrsekret: 0.5 ul Wehrsekret wurde in 10 pl Pyridin aufgenommen und mit 20 pl
MSTFA 1 h bei 70 °C inkubiert. Die Probe wurde unverdiinnt zur GC-
MS-Analyse gegeben.
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= Derivatisierung mit Pentafluorbenzylbromid (PFBB)

0.5 ul Sekret wurde mit 5 ul Pentafluorobenzylbromid und 10 ul Triethylamin
versetzt und bei 25 °C 3 h inkubiert. AnschlieBend wurden 30 ul H,O zugegeben und
mit 20 pl n-Hexan extrahiert. Die n-Hexanphase wurde mit GC-EIMS analysiert'.

Zur Messung wurden die gleichen Gerédteparameter gewahlt wie in Kapitel 5.7.3.

5.13 Deglycosylierung von glycosidisch gebundenen Blattalkoholen aus den
Wirtspflanzen

Die Extraktion und Deglycosylierung von glycosidisch gebundenen Blattalkoholen

aus Pflanzen erfolgte nach einer modifizierten Vorschrift von Schulz!'*'.

2.5 g getrocknetes Blattmaterial wurde mit Fliissigstickstoff gemorsert und 25 ml
Wasser zugegeben. Das zermdrserte Blattmaterial wurde in ein 50 ml Falcon-Gefal3
iiberfiihrt. 10 mg B-Glucosidase (5.2 U/mg), 1 mg a-Glucosidase (5.8 U/mg), 1 mg B-
Galactosidase (11.2 U/mg) wurden hinzugefiigt. Die Mischung wurde 24 h bei
Raumtemperatur gevortext. Die Suspension wurde 10 min bei 10000 rpm und 20 °C
zentrifugiert. 5 ml des Uberstandes wurden abgenommen und auf Extrelut-Kartuschen
gegeben. Die Kartusche wurde nach 10min Equilibrierungszeit mit 9 ml
Dichlormethan gespiilt. Die Probe wurde unter einem leichten Stickstoffstrom auf
50 ul eingeengt und der GC-EIMS-Anaylse und GC-C-IRMS-Analyse zugefiihrt. Zur
Messung der GC-EIMS wurden die gleichen Gerdteparameter gewéhlt wie in Kapitel
5.7.3.

5.14 Hydrolyse der Wehrsekrete

Zur Untersuchung des Ausmalles von de novo Synthese und Sequestrierung wurde ein
kiinstlicher Wirtspflanzenwechsel von Betula nana auf eine nicht als Wirtspflanze
genutzte Salix ssp. herbeigefiihrt. Wéhrend der fiinf Tage Fra3 an Salix ssp. wurden

tiglich die Sekrete auf die Anderung der Isotopensignaturen ausgewihlter
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Sekretinhaltsstoffe mit GC-C-IRMS untersucht. Zudem wurden die Isotopen-
signaturen der Wirtspflanzen-Alkohole mit GC-C-IRMS analysiert.

In einem GC-Vial mit Mikroeinsatz wurden 20 pl gesittigte K,COs-Losung in
Methanol vorgelegt. 0.5 ul Sekret wurden zugegeben und gevortext. Die
Reaktionsmischung wurde anschlieBend bei 40 °C 2 h inkubiert. Dann wurden 50 pl
Et,0 und 50 pl H,O (zur Phasentrennung) zugegeben und 10 s gevortext. Die Et,O-
Phase wurde abgenommen und der GC-EIMS sowie GC-C-IRMS-Analytik zugefiihrt.
Es hat sich gezeigt, dass die Verwendung einer Suspension K,COj; in MeOH anstelle
von gesittigter K,CO3; in MeOH vorteilhaft fiir die Vollstindigkeit der Hydrolyse ist.
Vermutlich wird so sichergestellt, dass genug Base vorhanden ist, wenn ein

Uberschuss an zu hydrolysierendem Ester vorliegt.

5.15 Aminosiureanalytik in Pflanzen

5.15.1 Freie Aminosiuren

10 mg trockenes Blattmaterial wurden in fliissigem Stickstoff gemorsert und
anschliefend in ein Eppi iiberfiihrt. Die Extraktion erfolgte mit 1 ml 0.1 M HCI durch
einminiitiges mechanisches Durchmischen. Danach wurde 10 min bei 13200 rpm
zentrifugiert. Ein 100 pl-Aliquot wurde in ein Eppi iiberfiihrt und 400 pul 0.5 M
Kaliumborat-Puffer, pH 11, zugegeben. Die Losungen wurden durchmischt und
15 min bei RT inkubiert. Es wurde erneut 10 min bei 13200 rpm zentrifugiert. 100 pl
des Uberstandes wurden in ein GC-Vial mit Mikroeinsatz iiberfiihrt. Die
Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd (OPA) wurde im Autosampler durchgefiihrt:
Dazu wurden 30ul des Derivatisierungsreagenzes (85 mM OPA, 1.4 mM 2-
Mercaptoethanol in Kaliumboratpuffer, pH 11) zugegeben und fiir 2 min durch
wiederholtes Aufziehen und Entleeren der Autosamplerspritze durchmischt. 30 pl

wurden anschlieBend der HPLC-FLD-Analyse zugefiihrt.

Chromatographische Bedingungen:
Saule: Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4.6 mm
Temperatur: 33°C
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Detektor: Fluoreszenzdetektor - Ex.: 340 nm, Em.: 445 nm
Laufmittel: 0.02M Citratpuffer, pH 5.5 (A)
Methanol:Acetonitril=65:35 (B)

Zeit [min] Laufmittel B [%] Flussrate [ml/min]
0 15 1.5
28 43 1.5
28.1 100 2.5
30 100 2.5
30.1 15 2.5
31.5 15 2.5

5.15.2 Gebundene Aminosauren

10 mg trockenes Blattmaterial wurden in fliissigem Stickstoff gemorsert und
anschlielend in ein Eppi iiberfiihrt. Die Proteinhydrolyse erfolgte durch 24-stiindiges
Erhitzen in 6 M HCI bei 100 °C.

Danach wurde 10 min bei 13200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1/60 mit
H,O verdiinnt. Ein 100 pl-Aliquot wurde in ein Eppi iiberfithrt und 400 pul 0.5 M
Kaliumborat-Puffer, pH 11, zugegeben. Die Losungen wurden durchmischt und
15min bei RT inkubiert. Es wurde erneut 10 min bei 13200 rpm zentrifugiert. 100 pl
des Uberstandes wurden in ein GC-Vial mit Mikroeinsatz iiberfiihrt. Die
Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd (OPA) wurde im Autosampler durchgefiihrt:
Dazu wurden 30ul des Derivatisierungsreagenzes (85 mM OPA, 1.4 mM 2-
Mercaptoethanol in Kaliumboratpuffer, pH 11) zugegeben und fiir 2 min durch
wiederholtes Aufziehen und Entleeren der Autosamplerspritze durchmischt. 30 ul

wurden anschlieBend mittels HPLC-FLD analysiert.
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5.16 Synthesen

5.16.1 Thioglucoside und acylierte Thioglucoside

Thioglucoside wurden analog zu Kuhn'* ™! durch modifizierte Koenigs-Knorr-
Kopplung oder Mitsunobu-Kopplung mit anschlieBender Entschiitzung mit
Natriummethanolat bzw. Entschiitzung und Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid
hergestellt. Die Wahl des Reaktionsweges wurde durch die kommerzielle

Verfligbarkeit der Ausgangsstoffe bzw. 6konomische Faktoren beeinflusst.

Kopplung nach Koenigs-Knorr

2 mmol 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid (Acetobrom-a-D-glucose)
oder 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylbromid (Acetobrom-a-D-galactose)
und 4 mmol Triethylamin wurden in 4 ml Acetonitril geldst. Bei Zugabe von 2 mmol
phenolischen schwefelsubstituierten Aglycons farbte sich das Reaktionsgemisch gelb.
Nach 2 h Riihren bei RT wurden 50 ml Chloroform zugegeben und dreimal mit
Wasser gewaschen. Die Reinigung erfolgte durch Umkristallisieren aus EtOH. Das
Produkt fiel in Form weiller Nadeln aus. Bei nichtkristallisierten Substanzen erfolgte
die Reinigung durch MPLC (RP-18 Lichroprep, MeOH/H,O=1/1) bzw. High-Speed-
Counter-Current-Chromatography (H,O/MeOH/CHCI5=7/13/8).

Mitsunobu-Kopplung

7.4 mmol im Olpumpenvakuum getrocknetes ADDP wurden in 40 mmol absolutem
THF gelost und unter Eiskiihlung wurden 7.4 mmol Trimethylphosphan in THF
gegeben. Die orangefarbene Losung wurde eine halbe Stunde bis zur Entfarbung zu
einem schwachen Gelb geriihrt. 5 mmol 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-thio-a-D-
glucopyranose wurden nach Trocknung im Olpumpenvakuum zusammen mit
3.7 mmol Aglucon in 20 ml THF gelost und bei RT zu der Reaktionsmischung
gegeben. Das Gemisch wurde zwei Stunden bei RT geriihrt, dann der entstandene
weille Niederschlag abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mit Petrolether das entstandene

Hydrazid ausgefillt. Nach erneutem Abfiltrieren wurde das Losungsmittel wieder im
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Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde nun in Dichlormethan aufgenommen,
zweimal mit Wasser und einmal mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung
gewaschen. Die Reinigung erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgel

(EE/PE=1/2).

Zur Entschiitzung wurden die acetylierten Verbindungen alkalisch mit

Natriummethanolat verseift.

Entschiitzung mit Natriummethanolat

0.73 mmol des geschiitzten Glycosids wurden in 10 ml Methanol geldst, 3 mmol
Natriummethanolat hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch 12 h bei RT geriihrt.
Danach wurde mit einem Ionenaustauscher (Amberlite IRC 50) neutralisiert und
abfiltriert. Die Reinigung erfolgte iiber MPLC (RP-18 Lichroprep, MeOH/H,0=3/2)
bzw. High-Speed-Counter-Current-Chromatography (H,O/MeOH/CHCl3=7/13/8).

Die Herstellung der acylierten Thioglucoside erfolgte nach einer modifizierten

Methode von Woudenberg van Oosterom!*%),

Synthese von acylierten Thioglucosiden

Die Reaktion wurde unter Inertgas-Athmosphére durchgefiihrt. 100 mg Thioglucosid
wurde in 10 ml tert. Butanol geldst. Danach wurden 1 g Molsieb 4 A zugegeben.
Anschliefend erfolgte die Zugabe von 10ml einer 12.5%-igen Losung von
Ethylisobutyrat bzw. Ethyl-2-methylbutyrat in tert. Butanol. Nach der Zugabe von
100 mg Candida antarctica Lipase B wurde die Reaktionsmischung 24 h bei 40 °C
geriihrt. Molsieb und das immobilisierte Enzym wurden abfiltriert und das
Losungsmittel verdampft. Das Rohprodukt wurde durch S&ulenchromatographie
gereinigt.

Die CALB gehort zur Gruppe der o/ f-Hydrolasen und hat wie alle Serinproteasen ein
aktives Zentrum aus Serin, Histidin und Aspartat. Der Mechanismus folgt einem
Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus, wobei zuerst Serin;os einen nukleophilen Angriff auf

den Carbonylkohlenstoff des Acyldonors (Carbonsdureethylester) ausiibt und einen
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tetrahedralen Komplex formt. Im zweiten Schritt verldsst Ethanol als erstes Produkt
das aktive Zentrum und ein Acyl-Enzymkomplex wird gebildet. Das zweite Substrat
(Alkohol: Thioglucosid) gelangt dann in das aktive Zentrum und bildet durch
nukleophilen Angriff auf das Carbonylkohlenstoffatom einen weiteren Komplex mit
tetrahedraler Geometrie. Das zweite Produkt (Thioglucosidester, Blattalkoholester)
verldsst abschlieBend das aktive Zentrum und das Enzym ist bereit flir einen weiteren

Reaktionszyklus (Abb.: 5-1).

HN HoN
COOH

H,N
COOH

HOOC HOOC

Abbildung 5-1: Reaktionsmechanismus der Candida antarctica Lipase B, modifiziert nach
Anderson et al.”!

Neben der soeben beschriebenen Transesterifizierung katalysiert die CALB auch die

Esterhydrolyse und Esterifizierung, sowie die Aminolyse.

Bei bereits charakterisierten Substanzen wurden die Spektren miteinander
verglichen'. Es wurde darauf verzichtet, die spektralen Daten noch einmal im Detail
zu beschreiben. Aus Vereinfachungsgriinden werden die durchgefiihrten APT-NMR-
Experimente als >C-NMR bezeichnet.

! Dissertation, Jirgen Kuhn, 2005
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5.16.1.1 (32)-Hex-3-en-1-yl-2°,3,4’,6 -tetra-O-acetyl-1’-thio- f-D-glucopyranosid
H OAc

AcO

AcO - S X

Hergestellt iiber Mitsunobu-Reaktion aus (Z)-3-Hexenol.

Ausbeute: 79%. '"H-NMR (CDCl5) d [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCls) d [ppm]: entspricht.

5.16.1.2 (372)-Hex-3-en-1-yl-1’-thio- #-D-glucopyranosid

Hergestellt iiber Entschiitzung mit Natriummethanolat aus (32)-Hex-3-en-1-yl-

2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetyl-1’-thio- f-D-glucopyranosid.

Ausbeute: 60%. '"H-NMR (CDCl5) d [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCls) d [ppm]: entspricht.

5.16.1.3 (372)-Hex-3-en-1-yl-6’-O-isobutyryl-1’-thio-#D-glucopyranosid

HO

Ausbeute: 66%. 'H-NMR (CDCl;) § [ppm]: 5.46-5.41 (m, 1H), 5.34-5.29 (m, 1H), 4.50 (dd, J=12.2, 4.4,
1H), 4.35 (d, J=9.6, 1H), 4.29 (dd, J=12.4, 2.3, 1H), 3.56 (t, ]=8.9, 1H), 3.48 (ddd, J=9.7, 4.5, 2.4, 1H),
3.36 (td, J=9.3, 2.01, 2H), 2.72 (q, J=7.9, 2H), 2.58 (quin, J=7.0, 1H), 2.36 (q, J=7.7, 2H), 2.03 (quin,
J=17.5,2H), 1.15 (dd, J=6.9, 2.2, 6H), 0.94 (t, J=7.5, 3H). *C-NMR (CDCl;) d [ppm]: 178.3, 134.2, 126.7,
86.4, 78.4, 77.9, 72.8, 70.3, 63.8, 34.3, 30.7, 28.3, 21.1, 19.4, 19.3, 14.6. IR (film) v [em™']: 3399, 2967,
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2933, 2876, 1733, 1633, 1464, 1388, 1351, 1279, 1201, 1163, 1080, 1043. MS (70 eV) m/z (%): 348(1),
233(47), 215(77), 203(20), 169(61), 145(35), 127(54), 115(62), 89(41), 71(100), 55(52). HR-MS m/z [M]:
berechnet fiir C;sH,30¢S: 348.160661; gefunden: 348.163345.
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5.16.1.4 (3Z)-Hex-3-en-1-yl-6’-O-(2-methylpropanyl)-1°-thio- f-D-glucopyranosid

o
H ()\{\
H o
HO
HO , s X
H OH
H H

Ausbeute: 66%. 'H-NMR (CDCl;) ¢ [ppm]: 5.49-5.42 (m, 1H), 5.37-5.29 (m, 1H), 4.37 (d, J=12.1, 2H),
3.58 (t, J=9.0, 1H), 3.53-3.46 (m, 2H), 3.44-3.22 (m, 2H), 2.77-2.65 (m, 2H), 2.47-2.32 (m, 3H), 2.04
(dquin, J=7.5, J=1.6, 2H), 1.68 (dsept, J=7.8, J=2.1, 1H), 1.47 (doct, J=7.2, J=1.8, 1H), 1.14 (dd, J=7.2,
1.6, 3H), 0.98-0.87 (m, 6H). >C-NMR (CDCls) 6 [ppm]: 177.7, 133.8, 126.3, 86.0, 79.4, 77.9, 72.4, 69.9,
63.4,40.9, 30.4, 27.9, 26.6, 20.7, 16.5, 14.3, 11.7 IR (film) v [cm™]: 3392, 2967, 2934, 2877, 1735, 1460,
1378, 1189, 1154, 1079, 1043. MS (70 eV) m/z (%): 362(2), 345(9), 331(10), 247(56), 229(54), 217(40),
187(31), 169(52), 145(52), 127(53), 115(56), 103(56), 85(88), 69(71), 57(100). HR-MS m/z [M']:
berechnet fiir C;7H;300¢S: 362.176311; gefunden: 362.175453.



Experimenteller Teil

'H-NMR BC-NMR
T T
Mi,,ghpjl A i
P S P — P
5 4 3 2 [ppm] 150 100
IR
o
»
[~ 1 . e ™ e N
® N\ ,,,/”’/ | [ , /
9 / \ N | I WM
N8 N2 | Ay
/U | | fh
E o - | b \“'}\/
=0
€
N oO_|
c<
i
g
o
N
o \\\
o \\L,
k ] L
e oo & S 2 owwe 8
8 &8 2 §5  z£s88 2
T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl [em-1]



Experimenteller Teil

MS
iy 57
= 100
N
c
<
2 85
E]
a
<
o
=
2
5 69
o
87 103 115 -
73 127 445 169 229
| ||e1
G 14 116
217
109
128 187
230
126 187|170 ‘ 248
129
' 246
158171 211 4
146 (
163 531
218|231 345
T 175 | 199 7
‘“ ‘\.‘J ‘ J ‘ MH ‘ ‘ ‘ ‘ il 2‘89 313|332 346 362
0 W ”«.4 L L) 1T A PO P RO PR PR W N SO s ' -
100 200 300 400

5.16.1.5 4-Tolyl-2’,3’,4’,6’-tetra-O-acetyl-1’-thio- #-D-glucopyranosid

H OAc

H o
AcO
AcO ”
H  “oad S
H

H

Hergestellt iiber Koenigs-Knorr-Kopplung aus p-Thiokresol.
Ausbeute: 96%. '"H-NMR (CDCls) d [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCls) J [ppm]: entspricht.

5.16.1.6 4-Tolyl-1’-thio-#-D-glucopyranosid

y OH
H o
HO
HO ; S
H OH
H H

Hergestellt iber Entschiitzung mit Natriummethanolat aus 4-Tolyl-2°,3°,4°,6’-tetra-O-

acetyl-1’-thio--D-glucopyranosid.

Ausbeute: 90%. "H-NMR (CDCl3) § [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCls) § [ppm]: entspricht.
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5.16.1.7 4-Tolyl-6’-O-isobutyryl-1’-thio- f-D-glucopyranosid

HO

Ausbeute: 64%. '"H-NMR (MeOD,) [ppm]: 7.39 (d, J=8.0, 2H), 7.07 (d, J=7.8, 2H), 4.45 (d, J=9.6,
1H), 438 (dd, J=11.9, J=2.1, 1H), 4.11 (dd, J=11.9, J=6.4, 1H), 3.44-3.39 (m, 1H), 3.32 (t, /=8.9, 1H),
3.21 (dd, J=9.7, J=8.9, 1H), 3.12 (dd, J=9.9, J=8.7, 1H), 2.52 (quin, J=7.1, 1H), 2.27 (s, 3H), 1.11 (dd,
J=7.0, J=1.1, 6H). "C-NMR (MeOD,) J [ppm]: 178.6, 139.0, 134.0, 130.8, 130.5, 89.3, 79.5, 79.2,
73.7,71.5, 64.9, 35.3, 21.1, 19.3. IR (film) v [cm™']: 3441, 2981, 2926, 2891, 1693, 1633, 1494, 1466,
1401, 1346, 1298, 1253, 1096, 1074, 1047, 804. MS (70 eV) m/z (%): 356(18), 233(45), 215(48),
145(13), 137(5), 124(44), 109(7), 91(21), 71(100). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C;;H,4O¢S:
356.129361; gefunden: 356.127945.

"H-NMR BC-NMR
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5.16.1.8 4-Tolyl-6’-O-(2-methylpropanyl)-1’-thio-#-D-glucopyranosid

HO

Ausbeute: 44%. 'H-NMR (MeOD,) [ppm]: 7.38 (d, /=8.0, 2H), 7.07 (d, J=7.8, 2H), 4.44 (d, J=9.9,
1H), 4.39 (ddd, J=11.7, J=5.7, J=2.1, 1H), 4.10 (ddd, J=11.7, J=6.4, J=1.8, 1H), 3.44-3.38 (m, 1H),
3.33 (t, /=8.9, 1H), 3.21 (dd, J=9.4, J=2.8, 1H), 3.12 (dd, J=10.4, J=8.5, 1H), 2.35 (sext, J=6.9, 1H),
2.27 (s, 3H), 1.61 (sext, J=7.1, 1H), 1.43 (m, 1H), 1.08 (dd, J=7.0, J=1.7, 3H), 0.86 (t, J=7.6, 3H). "*C-
NMR (MeODy) o [ppm]: 178.2, 139.0, 134.0, 130.8, 130.5, 89.3, 79.6, 79.3, 73.7, 71.5, 64.8, 42.4,
27.8,21.1, 16.9, 12.0. IR (film) v [em™]: 3456, 2968, 2929, 2885, 1695, 1494, 1460, 1348, 1305, 1250,
1094, 1075, 1050, 802. MS (70 eV) m/z (%): 370(7), 247(31), 229(27), 145(11), 124(32), 103(7),
91(15), 85(72), 57(100). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C;sH,0¢S: 370.145011; gefunden:
370.144441.

"H-NMR BC-NMR
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5.16.1.9 3-Tolyl-2’,3’,4°,6’-tetra-O-acetyl-1’-thio- f-D-glucopyranosid

H QAc

H o
AcO
AcO ”
H oAd S
H

H
Hergestellt iiber Koenigs-Knorr-Kopplung aus m-Thiokresol.
Ausbeute: 100%. 'H-NMR (CDCl;) o [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCl;) o [ppm]: entspricht.

5.16.1.10  3-Tolyl-1’-thio-f-D-glucopyranosid

H o
HO
HO . s
H OH
H H

Hergestellt liber Entschiitzung mit Natriummethanolat aus 3-Tolyl-2",3°,4°,6’-tetra-O-

acetyl-1’-thio--D-glucopyranosid.
Ausbeute: 44%. '"H-NMR (CDCl5) d [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCls) d [ppm]: entspricht.

5.16.1.11 3-Tolyl-6’-O-isobutyryl-1’-thio-f-D-glucopyranosid

HO

Ausbeute: 69%. 'H-NMR (MeODy) [ppm]: 7.30 (d, J=7.8, 2H), 7.13 (t, J=7.8, 1H), 7.05 (d, J=7.3, 1H),
4.53 (d, J=9.8, 1H), 4.38 (dd, J=12.1, J=1.6, 1H), 4.12 (dd, J=11.8, J=6.3, 1H), 3.48-3.43 (m, 1H), 3.34
(t, J=8.6, 1H), 3.23 (dd, J=10.0, J=9.0, 1H), 3.16 (dd, J=9.6, J=8.8, 1H), 2.53 (quin, J=7.2, 1H), 2.28
(s, 3H), 2.12 (s, 3H). *C-NMR (MeODy) & [ppm]: 178.4, 139.6, 134.3, 133.6, 129.5, 129.2, 89.1, 79.4,
79.1, 73.6, 71.4, 64.8, 35.1, 21.2, 19.2. IR (film) v [em™']: 3414, 2908, 1590, 1373, 1280, 1219, 1125,
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1067, 890, 828, 773. MS (70 eV) m/z (%): 356(20), 233(52), 215(46), 145(14), 124(36), 91(22),
71(100). HR-MS m/z [M"]: berechnet fiir C;7H,406S: 356.129361; gefunden 356.128136.

"H-NMR BC-NMR
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5.16.1.12 3-Tolyl-6’-O-(2-methylpropanyl)-1’-thio- #D-glucopyranosid

HO

Ausbeute: 30%. 'H-NMR (MeOD,) [ppm]: 7.30 (d, J/=8.9, 2H), 7.13 (t, J=6.9, 1H), 7.05 (d, J=7.6, 1H),
4.52 (d, /=9.7, 1H), 4.40 (ddd, J=11.9, J=4.3, J=2.1, 1H), 4.12 (dd, J=11.9, J=6.6, 1H), 3.48-3.43 (m,
1H), 3.35 (t, J/=8.9, 1H), 3.24 (dd, J=9.0, J=2.5, 1H), 3.16 (dd, J=10.0, J=8.5, 1H), 2.53 (sext, J=7.0,
1H), 2.28 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 1.67-1.56 (m, 1H), 1.48-1.38 (m, 1H), 1.08 (dd, J=7.1, J=4.1, 3H). "*C-
NMR (MeODy) J [ppm]: 178.2, 139.7, 134.4, 133.7, 130.3, 129.7, 129.3, 89.2, 79.5, 79.2, 73.7, 71.5,
64.8,42.4,27.8,21.3,17.0, 11.9. IR (film) v [cm™']: 3459, 2968, 2934, 2885, 1697, 1460, 1304, 1251,
1096, 1075, 1051, 774. MS (70 eV) m/z (%): 370(24), 247(70), 229(50), 145(19), 124(39), 103(12),
91(24), 85(93), 57(100). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C;sH,c0¢S: 370.145011; gefunden
370.146307.
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5.16.1.13 2-Tolyl-2’,3°,4’,6’-tetra-O-acetyl-1’-thio- #-D-glucopyranosid

H OAc

H/O
AcO
AcO " S
H OA
H

H
Hergestellt tiber Koenigs-Knorr-Reaktion aus o-Thiokresol.
Ausbeute: 88%. "H-NMR (CDCl3) § [ppm]: entspricht. "C-NMR (CDCls) § [ppm]: entspricht.

5.16.1.14 2-Tolyl-1’-thio--D-glucopyranosid

H OH
H o
HO
HO . s
H OH
H H

Hergestellt liber Entschiitzung mit Natriummethanolat aus 2-Tolyl-2",3°,4°,6’-tetra-O-

acetyl-1’-thio--D-glucopyranosid.
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Ausbeute: 28%. 'H-NMR (CDCl;) 6 [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCl3) J [ppm]: entspricht.

5.16.1.15 2-Tolyl-6’-O-isobutyryl-1’-thio-f-D-glucopyranosid

ju
ju

Ausbeute: 56%. 'H-NMR (MeODy) [ppm]: 7.53 (dd, J=7.6, I=1.6, 1H), 7.16-7.05 (m, 3H), 4.45 (d,
J=9.6, 1H), 4.37 (dd, J=11.7, J=2.1, 1H), 4.09 (dd, J=11.9, J=6.7, 1H), 3.46-3.41 (m, 1H), 3.34 (t,
J=8.8, 1H), 3.23 (q, J=8.7, 2H), 2.50 (quin, J=7.1, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.11 (s, 1H), 1.09 (dd, J=7.0,
J=5.3, 6H). *C-NMR (MeOD,) J [ppm]: 178.5, 141.0, 134.3, 133.3, 131.1, 128.5, 127.4, 89.2, 79.6,
79.1, 74.0, 71.6, 65.0, 35.2, 21.1, 19.32, 19.30. IR (film) v [cm']: 3463, 2976, 2891, 1691, 1469, 1343,
1299, 1254, 1098, 1075, 1045, 921, 747. MS (70 eV) m/z (%): 356(8), 246(16), 233(27), 215(24),
145(8), 127(12), 124(21), 123(22), 91(19), 89(20), 71(100). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir
C17H24048: 356.129361; gefunden 356.127975.

"H-NMR BC-NMR
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5.16.1.16 2-Tolyl-6’-O-(2-methylpropanyl)-1’-thio-#-D-glucopyranosid

ju
ju

Ausbeute: 42%. 'H-NMR (MeOD,) [ppm]: 7.54 (dd, J=7.4, J=1.5, 2H), 7.17-7.06 (m, 6H), 4.53 (dd,
J=9.8, J=1.5, 1H), 4.40 (dd, J=11.5, J=1.9, 1H), 4.08 (dd, J=12.1, J=6.8, 1H), 3.46-3.40 (m, 2H), 3.35
(t, J/=8.7, 2H), 3.23 (q, J=9.6, 4H), 1.65-1.54 (m, 2H), 1.46-1.36 (m, 2H), 1.07 (dd, J=6.7, J/=5.3, 4H),
0.85 (q, J=7.4, 4H). PC-NMR (MeODy,) 6 [ppm]: 178.2, 133.5, 133.4, 131.1, 128.6, 127.4, 89.3, 79.7,
79.2, 74.0, 71.6, 65.0, 42.4, 27.8, 21.2, 17.0, 11.9. IR (film) v [cm™']: 3434, 2963, 2926, 1739, 1716,
1463, 1378, 1264, 1189, 1048, 909, 834, 744. MS (70 eV) m/z (%): 370(26), 247(85), 229(70),
145(25), 124(44), 91(39), 85(93), 57(100). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C;gH,s06S: 370.145011;
gefunden: 370.143501.

'"H-NMR BC-NMR
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5.16.1.17 (2E,6E)-8-Hydroxy-3,7-dimethyl-2,6-octadienylacetat

AcO |

AcO.

Hergestellt iber Oxidation von Geranylacetat mit Selendioxid.

Zu einer Suspension von 3.2 mmol Selendioxid in 30 ml Dichlormethan werden
14 mmol Geranylacetat und 16.5 mmol einer 5.5 M wasserfreien Ldsung von ¢-
Butylhydroperoxid in Nonan gegeben. Nach zweistiindigem Riihren bei 0 °C und
einstiindigem Riithren des Reaktionsgemisches bei RT wird abfiltriert und vom
Losungsmittel befreit. Das erhaltene gelbe Ol wird in Diethylether aufgenommen und
zweimal mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen. Die Reinigung erfolgte durch

Sdulenchromatographie an Kieselgel (Et,O/PE=1/1).
Ausbeute: 51%. "H-NMR (CDCl3) § [ppm]: entspricht. "C-NMR (CDCls) § [ppm]: entspricht.

5.16.1.18 (2E,6E)-8-Acetoxy-2,6-dimethyl-octa-2,6-dienyl-2°,3°,4°,6’-tetra-O-1’-
thio--D-glucopyranosid
H OAc
H o

AcO
AcO . S

AcO.

Hergestellt iiber Mitsunobu-Kopplung aus (2E,6E)-8-Hydroxy-3,7-dimethyl-2,6-

octadienylacetat.

Ausbeute: 82%. "H-NMR (CDCl3) § [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCls) § [ppm]: entspricht.
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5.16.1.19 (2E,6F)-8-Hydroxy-2,6-dimethyl-octa-2,6-dienyl-1’-thio--D-

glucopyranosid

HO.

Hergestellt iiber Entschiitzung mit Natriummethanolat aus (2E,6E)-8-Acetoxy-2,6-

dimethyl-octa-2,6-dienyl-2’,3’,4°,6’-tetra-O-1’-thio- #-D-glucopyranosid.
Ausbeute: 65%. '"H-NMR (CDCl;) 6 [ppm]: entspricht. *C-NMR (CDCl3) d [ppm]: entspricht.

5.16.1.20 (2E,6E)-8-O-isobutyryl-2,6-dimethyl-octa-2,6-dienyl-6’-O-isobutyryl-
1’-thio-#D-glucopyranosid

H o
H o
HO
HO . s
H OH
H H
o P
o

Ausbeute: 45%. 'H-NMR (MeOD,) [ppm]: 5.31 (dt, J=7.1, J=1.2, 1H), 5.27 (t, J=6.8, 1H), 4.58 (d,
J=17.0, 2H), 4.24 (d, J=10.0, 1H), 3.53 (t, J/=8.7, 1H), 3.43-3.34 (m, 4H), 3.16 (d, J/=13.3, 1H), 2.60
(sept, J=6.8, 1H), 2.53 (sept, /=7.3, 1H), 2.24-2.03 (m, 4H), 1.70 (d, J=5.6, 6H), 1.18 (quin, J=3.5,
7H), 1.15 (d, J=7.0, 6H). *C-NMR (MeOD,) 6 [ppm]: 177.8 (1), 177.4 (2), 141.2, 130.9, 128.5, 119.0,
84.2,77.8 (1), 77.8 (2), 72.4, 70.0, 63.4, 61.2, 39.4, 39.1, 34.0 (1), 34.0 (2), 26.3, 18.8, 16.5, 15.0. IR
(film) v [em™]: 3422, 2975, 2934, 1734, 1466, 1387, 1349, 1193, 1253, 1195, 1158, 1079, 1044, 976.
MS (70 eV) m/z (%): 488(0.2), 400(6), 332(13), 303(10), 233(55), 215(44), 167(30), 145(29), 134(57),
119(30), 99(32), 71(100). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C,,H4OsS: 488.241019; gefunden:
488.241713.
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(2E,6E)-8-Hydroxy-2,6-dimethyl-octa-2,6-dienyl-6’-O-(2-methyl-

200

propanyl)-1’-thio-f-D-glucopyranosid

H o
H o
HO
HO . s
H OH
H H
o P
o

400

m/z

Ausbeute: 38%. '"H-NMR (MeOD,) [ppm]: 5.33 (t, /=7.0, 1H), 5.26 (t, J=6.4, 1H), 4.58 (d, J=6.8, 2H),
4.29 (d, J=9.7, 1H), 3.66 (t, /=9.3, 1H), 3.53 (t, J=8.6, 1H), 3.50-3.34 (m, 2H), 3.21 (d, J=9.6, 1H),
3.17 (d, J=12.9, 1H), 2.36 (sext, J/=7.1, 1H), 2.19-2.10 (m, 2H), 2.08-2.01 (m, 2H), 1.73-1.60 (m, 6H),
1.46 (okt, J=6.9, 1H), 1.12 (d, J/=7.1, 3H), 0.88 (t, J=7.6, 3H). "C-NMR (MeOD,) 6 [ppm]: 177.1,
141.6, 130.9, 128.4, 118.8, 84.4, 79.4, 78.0, 72.4, 69.2, 61.5, 61.2, 41.1, 39.9, 39.2, 26.9, 26.4, 16.7,
16.6, 15.1, 11.7. IR (film) v [cm™]: 3430, 2968, 2936, 2878, 1735, 1460, 1383, 1240, 1185, 1152,
1081, 1044. MS (70 eV) m/z (%): 414(40) [M-H,0], 346(42), 247(54), 229(49), 167(51), 145(41),
134(63), 85(93), 57(100). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C,H;c0,S: 432.212302; gefunden:

432.211351.
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Die Auswertung der Thioglucosidester-Spektren wird exemplarisch an 4-Tolyl-6’-O-

isobutyryl-1’-thio-#D-glucopyranosid gezeigt.
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5.16.2 1-Acylglucosen und —galactosen

Die Synthesen wurden nach einer Vorschrift von Bols und Hansen!"”! durchgefiihrt

(Abb.: 5-2).

H OBn H OBn

—O N(C:Hs)s —

BnO ——_  BnO

BnO ” H  Mutarotation BnO OH

BnO
BnO . H

H 3 H H 4 0\(0

H OH H
o)
Ha H H
PaiC HO —4 )I\ +  HO —2
+4 —>
3+4 HO . o R HO . H
EtOAc, EtOH u on u on
H H

9.25 mmol 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-glucopyranose wurden in 50 ml CH,Cl, und

o u OBn u OBn
PN °
R cl o )I\ -0
+
- o R
Bn

62 mmol Et;N gelost. Nach 10 min Riihren bei RT wurden iiber einen Zeitraum von
3h 80 ml einer Losung von 18.5 mmol Acylchlorid in CH,Cl, zugegeben. Die
Losung wurde anschlieend 2 h bei 25 °C geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
nacheinander mit 120 ml 1 M HCI, 120 ml gesittigter NaHCOs-Losung und 120 ml
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde tiber MgSO, getrocknet und
anschlieBend eingeengt. Das Produkt wurde bei -20 °C mit Et,O/pentane (1/1) aus
dem o6ligen Rohprodukt rekristallisiert.



Experimenteller Teil

Die Entschiitzung wurde durch Hydrogenierung erreicht (p=101 kPa). 3 mmol
Produkt wurden in 40 ml EtOAc und 20 ml EtOH gelost. 0.4 g Pd-C (10%) wurden
unter Argonatmosphére zugegeben, das verschlossene Reaktionsgefil wurde mit
Wasserstoff gespiilt und mit einem Wasserstoffreservoir versehen. Nach 24 h wurde

die Suspension filtriert und eingeengt.

Die Stereochemie am anomeren Zentrum konnte mit Hilfe der NMR bestimmt
werden. Zur Auswertung wurde die Karplus-Gleichung herangezogen, welche den
mathematischen Zusammenhang zwischen Diederwinkel und Kopplungskonstante
beschreibt. Das A-Anomer sollte somit eine Kopplungskonstante des Dubletts,
welches das Proton am anomeren Kohlenstoffatom charakterisiert, von J=8-14 Hz
(A1 12=180°) aufweisen (Abb.: 5-3). Das ist in jeder der synthetisierten 1-O-fD-
Acylglucosen der Fall.

o o 40 1] a0 00 4200 440 180 180

d

Abbildung 5-3: Graphische Darstellung der Karplus-Gleichung (http://users.unimi.it
(29.05.2009).

5.16.2.1 1-O-(2-CHs-butanoyl)-2,3,4,6-tetra-O-benzyl--D-glucopyranose
H OBn

BnO
BnO . O

Ausbeute: 17%. "H-NMR (CDCls) & [ppm]: 7.33-7.23 (m, 20H), 5.63d, J=8.02, 1H), 4.90-4.73 (m,
5H), 4.62 (dd, J=12.3, J=4.4, 1H), 4.56 (dd, J=10.8, J=3.9, 1H), 4.50 (dd, J=12.1, J=2.7, 1H), 3.78-3.69
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(m, 4H), 3.64-3.55 (m, 2H), 2.41 (sext, J=7.1, 1H), 1.56-1.46 (m, 2H), 1.17 (dd, J=11.8, J=6.9, 3H),
0.91 (dt, J=13.97, J=7.56, 3H). "C-NMR (CDCls) J [ppm]: 176.5, 138.1 (4C, ipso-Ph), 128.4-127.7
(20C, Ph), 94.0-84.9-81.0-77.4-75.6-74.9 (C1-C6), 75.7-74.9-73.5-68.1 (Benzyl-CH2), 40.9, 26.5,
16.2, 11.4. MS (70 eV) m/z (%): 533 (4), 431 (17), 325 (15), 253 (31), 197 (16), 187 (23), 181 (54),
163 (11), 91 (100), 85 (28), 57 (66). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C3,H3,0; (-Bz): 533.253929;
gefunden: 533.255066.
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5.16.2.2 1-O-(2-CHjs-butanoyl)--D-glucopyranose

HO
HO ” O

Ausbeute: 88%. '"H-NMR (CDCls) § [ppm]: 5.40 (d, J=8.25, 1H), 3.76 (d, J=12.6, 1H), 3.62 (dq,
J=12.26, J=2.75, 1H), 3.37-3.25 (m, 4H), 2.38 (sext, J=7.11, 1H), 1.64 (sept, J=6.19, 1H), 1.49-1.39
(m, 1H), 1.10 (dd, J=6.99, J=2.97, 3H), 0.87 (t, J=7.56, 3H). *C-NMR (CDCl;) J [ppm]: 177.0, 95.7-
78.9-78.1-74.0-71.1-62.4 (C1-C6), 42.2, 27.6, 16.7, 11.8. MS (70 eV) m/z (%): 215 (4), 157 (8), 145
(9), 103(26), 85 (78), 73 (91), 57 (100). HR-ESI-MS m/z [M+H] ": berechnet fiir C;;H,,O:
265.128730; gefunden: 265.12933.

"H-NMR BC-NMR
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5.16.2.3 1-O-benzoyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-F-D-glucopyranose

H 9Bn

H o
BnO
BnO ” (o]

Ausbeute: 45%. "H-NMR (CDCls) 6 [ppm]: 8.13 (dd, J=8.5, J=1.4, 2H), 7.65 (tt, J=7.6, J=1.4, 1H),
7.51 (t, J=8.3, 2H), 7.40-7.28 (m, 20H), 5.95 (d, J=7,8, 1H), 5.00-4.82 (m, 5H), 4.68 (d, J=12.2, 1H),
4.63 (d, J=10.8, 1H), 4.54 (d, J=12.1, 1H), 3.91-3.80 (m, 5H), 3.72 (dt, J=9.4, J=2.1, 1H). "C-NMR
(CDCl3) 0 [ppm]: 176.5, 164.9 (4C, ipso-Ph), 129.3 (ipso-Benzoyl), 128.5-128.4 (5C, Benzoyl-CH),
128.1-127.7 (20C, Ph), 94.7-84.9-81.0-77.3-75.7-75.0 (C1-C6), 76.8-75.7-75.0-73.6 (Benzyl-CH2).
MS (70 eV) m/z (%): 553 (2), 431 (11), 325 (8), 253 (13), 197 (8), 187 (13), 181 (24), 105 (67), 91
(100), 77 (14), 65 (6). HR-MS m/z [M']: berechnet fiir C3,H;;0; (-Bz): 553.222629; gefunden:
553.225418.
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5.16.2.4 1-O-benzoyl-f-D-glucopyranose

Ausbeute: 88%. 'H-NMR (CDCl;) d [ppm]: 8.03 (dd, J=8.36, J=1.37, 2H), 7.56 (tt, J=7.33, J=1.38,
1H), 7.42 (t, J=8.25, 2H), 5.66 (d, J=8.02, 1H), 3.79 (dd, J=12.14, J=2.06, 1H), 3.63 (dd, J=12.15,
J=4.81, 1H), 3.46-3.32 (m, 4H). "C-NMR (CDCl;) § [ppm]: 166.8, 134.7-130.94-130.87-129.6
(Benzoyl), 96.3-79.0-78.1-74.1-71.1-62.3 (C1-C6). MS (70 eV) m/z (%): 144(4), 122(97), 105 (100),
77 (80), 60(20), 51(31). HR-ESI-MS m/z [M+H] *: berechnet fiir C;3H;,0-: 285.097430; gefunden:
285.09706.
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5.16.2.5 1-O-(2-CHs;-butanoyl)-2,3,4,6-tetra-O-benzyl- -D-galactopyranose

BnO OBn
H_q

BnO ” O

Ausbeute: 15%. 'H-NMR (CDCL;) & [ppm]: 7.35-7.26 (m, 20H), 5.60 (d, J=8.25, 1H), 4.94 (d, J=11.46,
1H), 4.83 (d, J=11.00, 1H), 4.75 (d, ]=10.99, 1H), 4.70 (d, J=2.52, 2H), 4.63 (d, J=11.69, 1H), 4.43 (q,
J=8.25, 2H), 4.00-3.94 (m, 2H), 3.72-3.68 (m, 1H), 3.65-3.55 (m, 3H), 2.44-2.35 (m, 1H), 1.75-1.65
(m, 1H), 1.55 (s, 2H), 1.52-1.41 (m, 1H), 1.14 (dd, J=6.99, J=1.37, 3H), 0.88 (q, J=7.57, 3H). *C-NMR

(CDCls) 0 [ppm]: 176.5,

138.6-137.9 (4C, ipso-Ph), 128.4-127.6 (20C, Ph), 94.2-82.6-78.0-74.1-73.2-

72.9 (C1-C6), 75.2-74.7-73.5-68.0 (Benzyl-CH2), 40.9, 26.5, 16.1, 11.5. MS (70 eV) m/z (%): 431(26),
253(52), 239(35), 223(30), 181(57), 105(19), 91(100), 85(28), 57(72). HR-MS m/z [M]: berechnet fiir
C39H4407: 624.306793; gefunden: 624.308704.
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5.16.2.6 1-O-(2-CHjs-butanoyl)-f-D-galactopyranose

H o

HO - O

Ausbeute: 86%. 'H-NMR (CDCls) 6 [ppm]: 5.36 (d, J=8.02, 1H), 3.81 (d, J=3.44, 1H), 3.64 (d, J=6.19,
2H), 3.62-3.53 (m, 2H), 3.45 (dd, J=9.74, J=2.75, 1H), 2.43-2.34 (m, 1H), 1.64 (sext, J=7.34, 1H), 1.44
(sept, J=7.1, 1H), 1.09 (dd, J=7.1, J=1.15, 3H), 0.86 (dt, J=7.45, J=1.37, 3H). "C-NMR (CDCl;) ¢
[ppm]: 177.1, 96.2-77.5-75.0-71.3-70.1-62.2 (C1-C6), 42.2, 27.6, 16.7, 11.8. MS (70 eV) m/z (%):
149(3), 87(28), 85(6), 74(100), 57(67), HR-ESI-MS m/z [M-H] ": berechnet fiir C;;H;907: 263.11308;
gefunden: 263.11362.

"H-NMR BC-NMR
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5.16.2.7 1-O-n-butanoyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl- #-D-glucopyranose

HO OBn

H o
BnO'
BnO g O
H

OB
H H

Ausbeute: 28%. "H-NMR (CDCls) ¢ [ppm]: 7.35-7.26 (m, 20H), 5.63 (d, J=8.02, 1H), 4.90-4.79 (m,
3H), 4.76 (s, 2H), 4.63 (d, J=12.14, 1H), 4.54 (d, J=10.54, 1H), 4.49 (d, J=12.14, 2H), 3.78-3.69 (m,
4H), 3.62-3.55 (m, 2H), 2.38-2.22 (m, 2H), 1.65 (sext, J=6.87, 2H), 0.94 (t, J=7.56, 3H). *C-NMR
(CDCl) ¢ [ppm]: 176.5, 138.4-138.0 (4C, ipso-Ph), 128.4-127.7 (20C, Ph), 94.0-84.8-81.1-77.3-75.5-?
(C1-C6), 75.7-75.0-73.5-68.1 (Benzyl-CH2), 36.1, 18.0, 13.6. MS (70 eV) m/z (%): 609(0.1), 519(12),
431(35), 325(31), 253(49), 197(32), 187(44), 181(64), 163(24), 107(17), 91(100), 71(62). HR-MS m/z
[M']: berechnet fiir C33H4,07: 610.293054; gefunden: 610.294146.
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5.16.2.8 1-O-n-butanoyl-/-D-glucopyranose

Ausbeute: 81%. 'H-NMR (CDCl;) d [ppm]: 5.41 (d, J/=8.25, 1H), 3.77 (dd, J=11.11, J=2.06, 1H), 3.61
(dd, J=12.14, J=4.81, 1H), 3.54 (q, J=7.1, 1H), 3.37-3.26 (m, 3H), 2.32 (sext, J=8.02, 2H), 1.60 (sext,
J=7.56, 2H), 0.91 (t, J=7.56, 3H). "C-NMR (CDCl;) ¢ [ppm]: 174.0, 95.6-78.8-78.1-74.0-71.1-62.4
(C1-C6), 36.8, 19.1, 13.9. MS (70 eV) m/z (%): 167(4), 149(9), 143(5), 98(9), 89(10), 73(100), 71(68),
60(14). HR-ESI-MS m/z [M']: berechnet fiir C;,H;30-Na: 273.095024; gefunden 273.09475.
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Die Acylierung von Kohlenhydraten und Alkoholen wurde analog zu Kapitel 5.16.1

durchgefiihrt.
Die 6-O-o/f-D-Acylglucosen wurden in Analogie zu Ghangas und Steffens

[41, 42]

durch Séulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (CHCl;/MeOH/H,0=75/22/3).

Da die synthetisierten 6-O-D-Acylglucosen als Anomerengemisch vorliegen, wurden

in den 'H- und "*C-Spektren multiple Signale beobachtet. Die Zuordnung der Signale
erfolgte mit den 2D-NMR-Experimenten HSQC und HMBC (nicht dargestellt).
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5.16.3.1 6-O-isobutyryl-o/-D-glucopyranosid

Ve
/CX\Ca/
H @ \
7oA
C,Cs

Ausbeute: 39%. 'H-NMR (MeOD,) [ppm]: 5.01 (d, J=3.67, 0.5H(), 4.41 (d, J=7.74, 0.5H)), 4.30
(ddd, J=19.13, J=11.88, J=2.15, 1H)), 4.15-4.08 (m, 1H)), 3.89 (ddd, J=10.17, J=5.48, J=2.17,
0.5H)), 3.60 (t, J/=9.29, 0.5H3)), 3.43-3.38 (m, 1H,3)), 3.30-3.20 (m, iiberlagert vom MeOD,4-Quintett,
1Hs)), 3.17 (verdeckt durch MeOD,-Signal, 1H)), 3.08-3.04 (t, J=8.69, 0.5H,), 2.51 (sept, J=7.00,
1H,), 1.10 (d, J=7.01, 6Hg,). *C-NMR (MeOD,) ¢ [ppm]: 178.8/178.7 (Cy), 98.3/94.0 (C)), 78.0/73.8
(Cs), 76.2/74.8 (Cs), 75.4/70.8 (Cy), 72.0/71.7 (Cy), 64.9/64.8 (Cs), 35.2/35.2 (C,), 19.4/19.3 (Cy). MS
(70 eV) m/z (%): 233(0.5), 219(3), 203(3), 173(5), 161(5), 143(5), 131(18), 103(17), 89(28), 71(100),
60(19), 43(97). ESI-HR-MS m/z [M+H]": berechnet fiir C;oH;407: 251.25366; gefunden: 251.11276.
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5.16.3.2 6-O-(2-methylpropanyl)- o/ f-D-glucopyranosid

? (Ho)a Q
c \\ Ce—_
cx\c/ Cd
/ a
H Q \
L e
C,Cs

Ausbeute: 46%. 'H-NMR (MeOD,) [ppm]: 5.03 (d, J=3.53, 0.5H;)), 4.42 (d, J=7.83, 0.5H,), 4.38-
4.30 (m, 1H), 4.16-4.09 (m, 0.5Hs)), 3.90 (dd, J/=10.04, J=5.02, 0.5H,)), 3.62 (t, J/=9.42, 0.5H)),
3.44-3.39 (m, 0.5H(y)), 3.32-3.26 (m, 1Hs)), 3.24 (verdeckt durch MeOD,-Signal, 1H), 3.08 (dd,
J=9.62, J=7.90, 0.5H3)), 2.40-2.30 (m, 1Hg)), 1.67-1.56 (m, 1H), 1.48-1.38 (m, 1H,), 1.09 (td,
J=6.91, J=0.92, 3Hy,), 0.86 (dt, J=7.47, J=1.03, 3H,). "C-NMR (MeOD,) ¢ [ppm]: 178.4/178.3 (C,),
98.2/94.0 (C)), 78.0/73.8 (Cs), 76.2/74.8 (C;), 75.5/70.8 (C,), 72.0/71.8 (Cy), 64.8/64.7 (Cy), 42.5/42.3
(Co), 28.0/27.9 (C,), 17.1/17.0 (Cp), 12.0/11.9 (Cy). MS (70 eV) m/z (%): 233(2), 217(2), 187(4),
175(4), 145(10), 103(27), 85(66), 74(37), 57(100). ESI-HR-MS m/z [M+Na]": berechnet fiir
Cy1HpO;Na: 287.26207; gefunden 287.11025.
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7.2 Daten
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