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3,4-Dihydroisocumarine, eine neue Klasse von 
Spurpheromonen bei Ameisen ** 
Von Hans Jiirgen Bestmann *, Friedrich Kern, Doris Schaifr 
und Matthias Christian Witschel 

Spurpheromone von Ameisen dienen hauptsachlich zur 
Markierung des Weges vom Futterplatz zum Nest. Sie wur- 
den bisher meist in den Gift- und Dufourdrusen der Tiere 
gefunden und als Alkohole, Aldehyde, Ester, Stickstoff- 
heterocyclen und terpenoide Verbindungen identifiziert"]. 
Die Spurpheromone der in Deutschland am haufigsten vor- 
kommenden Gattungen Formica und Lasius, die zur Unter- 
familie der Formicinae (Hymenoptera; Formicidae) geho- 
ren, wurden bisher kaum untersucht[" 31. Sie sind jedoch von 
allgemeinem Interesse, da einerseits Formica-Arten aus 
entomologischer Sicht bedeutend fur viele Biotope sind und 
andererseits einige Spezies von Lasius fur den Menschen 
Schadinsekten darstellen. 

Bei den von uns untersuchten Arten liegt, im Gegensatz zu 
denen der anderen Unterfamilien, das Spurpheromon im 
Enddarm (Rektalampulle) vor[ll, der von uns erstmals ana- 
lysiert wurde. Da die biologisch aktive Substanz dort nur in 
pg-Mengen vorhanden ist, gelang die Identifizierung und 
Strukturaufklarung nur durch GC-MS-Analyse unter Ver- 
wendung eines Feststoffprobengeber~[~I sowie durch Ver- 
gleich der Massenspektren und GC-Retentionszeiten mit 
synthetischem Material. Bei der schwarzen Wegameise La- 
sius niger lieBen die GC-MS-Daten das Vorliegen eines 3,4- 
Dihydro-8-hydroxytrimethylisocumarins rnit einer Methyl- 
gruppe in 3-Stellung des Lactonringes vermuten. Daraufhin 
wurden die Verbindungen 5, 6 und 7 synthetisiert. Die Dar- 
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stellung der 3,4-Dihydroisocumarine erfolgte nach Schema 1 
aus den leicht erhaltlichen substituierten 2-Methoxybenzoe- 
sauren 1. 
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Schema 1. a) SOCI,; b) NH,CH,/H,O, 0°C; c) 2.4 Aquiv. sBuLi/TMEDA, 
THF, -78 "C, 4 h, dann Epoxid 3/THF, -78 "C + Raumtemperatur, 12 h; d) 
5 Aquiv. BBr,/CH,Cl,, -78 "C -t Raumtemperatur, 12 h, HC1-Aufarbeitung, 
Si0,-Saule, Et,O/PE (l/l). 

Diese wurden in die N-Methylamide 2 uberfiihrt, die mit 
sBuli/N, N, W ,  N'-Tetramethylethylendiamin(TMEDA) bei 
- 78 "C in der orfho-Position lithiiert werden k ~ n n t e n [ ~ *  61. 
Umsetzung des Lithiierungsprodukts mit dem entsprechen- 
den Epoxid 3 zum Addukt 4 sowie Etherspaltung und Lacto- 
nisierung rnit BBr, [71 ergaben nach Saulenchromatographie 
[SiO,, Et,O/Petrolether (PE) = 1/11 die 3,4-Dihydroisocu- 
marine 5, 6 und 7 (Reinheit GC > 98%) in 10-15% Ge- 
samtausbeute. Durch den Einsatz enantiomerenreiner 
Epoxide waren auch die einzelnen Enantiomere racemisie- 
rungsfrei zuganglich (ee > 95 %). 

Beim Vergleich der Massenspektren (Tabelle 1) von 5, 6 
und 7 erhielten wir charakteristische Unterschiede durch or- 
tho-Effektel8I am Aren. Das Massenspektrum von syntheti- 

Tabelle 1. Ausgewahlte physikalische Daten von 5-7,9 und 10. 

(R)-5: - 104 (~=1.35, CHCI,); RF = 0.50 (Et,O/PE =l/l); Fp =ill- 
112°C; IR (GC): t[cm-'] =1701 (C=O); 'H-NMR (400MHz, CDCI,, 
TMS):o=1.54(d,3H),2.16(s,3H),2.22(s,3H),2.69(dd,1H),2.91(dd,1H), 
4.66(m, 1H),7.16(s, lH) ,  11.22(s,1H);MS(70eV):m/z206(Mf,100%),188 

(14). 134 (14). 
6: 61, MS (70 eV): m/z 206 (loo%), 188 (27), 177 (lo), 173 (40), 162 (26), 145 
(ll), 134 (6). 
7:0l,MS(70eV):m/z206(100%), 188(17), 177(13), 173(1), 162(17),145(4), 
134 (18). 
9: Fp = 84-86°C; MS (70eV): m/z  192 (M', loo%), 174 (41), 163 (18), 159 
(23), 148 (35). 
10: 01, MS (70 eV): m/z 206 (M',  100%), 188 (46), 173 (27), 159 (25), 149 (18), 
148 (22). 

(M+-H20,  19), 177 (23), 173 (188-CH3, 25), 162 (M+-CH,CHO, 20), 145 

schem 5 war identisch rnit dem des Naturstoffes (IV in 
Abb. 1). 5 loste im Biotest['I Spurfolgeverhalten bei Konzen- 
trationen von 500 pg/Spur aus. Mit den beiden Enantiome- 
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ren von 5 wurden biologische Auswahltests durchgefiihrt, 
bei denen den Ameisen Spuren der beiden Enantiomere an- 
geboten wurden. Hierbei bevorzugten die Tiere stets das (R)- 
Enantiomer, so da13 wir dem Naturstoff die (R)-Konfigura- 
tion zuordnen. Weitere Isocumarine fanden wir in den 
Rektalampullen einiger Formica-Arten. Bei der roten Wald- 
ameise Formica rufa wurde die Monomethylverbindung 8 
(Mellein)[91 identifiziert, die im Biotest Spurfolgeverhalten 
ausloste. 

I' * 
OH 0 \ 

r' 

X 

I 

18 22 26 30 34 

t [min] - 
Abb. 1. Rekonstruiertes Totalionenstromchromatogramm von 40 Rektalam- 
pullen der Ameise L. niger. GC-MS-Kombinatlon: Finnigan MAT 90 rnit Vari- 
an GC 3400, Tragergas He 1mL min-', El-Quelle 70 eV. Feststoffprobenauf- 
gaben splitlos, Fused-Silica-Kapillarsiiule (25 m x 0.22 m) mit SE-52-Be- 
schichtung, Temperaturprogramm: 4 min 60 "C. 6 "C min-' bis 260 "C. I Dode- 
candure, I1 Dodecylacetat, 111 Heptadecan, IV 3,4-Dihydro-8-hydroxy-3,5,7- 
trimethylisocumarin, V Tetradecansiure, VI Tetradecansiureisopropylester, 
VII Octadecan, VIll  Hexadecanol, IX Hexadecensiure, X Hexadecansiiure, XI 
Hexadecansiiureisopropylester, XI1 Octadecensiure, XlII Tricosan. 

Mellein 8 und Verbindung 5 fanden wir aul3erdem bei 
Formica fusca. Allerdings konnte bei dieser Art weder rnit 
Drusenextrakten, noch mit synthetisierten Verbindungen 
Spurfolge ausgelost werden. Bei Formica sanguinea kommt 
das Dimethylderivat 9 sowie die 3-Ethyl-7-methyldihydro- 
isocumarin-Verbindung 10 vor. Auch hier stimulieren diese 
Verbindungen, genau wie die Driisenextrakte, kein spezifi- 
sches Verhalten. Die Synthese von 9 und 10 wurde analog der 
von 5, 6, und 7 durchgefuhrt. 

Uber Elektroantennogramme (EAGs) von Ameisen wur- 
de bisher nur vereinzelt berichtet['02 '11, dabei nie in Verbin- 
dung rnit chemisch-analytischen Arbeiten. Es gelang uns, an 
den beschriebenen Spezies elektrophysiologische Ableitun- 

Tabelle 2. Inhaltsstoffe der Rektalampullen verschiedener Formicinen und ihre 
biologische Aktivitat im EAG und Spurtest (+ bedeutet biologisch aktiv, - biolo- 
gisch inaktiv). 

Art biologisch aktive lnbaltsstoffe der EAG Spurtest 
Rektalampulle 

Lasius niger 3,4-Dihydro-8-hydroxy-3,5,7-trimethyl- + +  
isocumarin 5 

(Mellein) 8 

isocumarin 5 
3,4-Dihydro-8-hydroxy-3-methylisocumarin + - 
(Mellein) 8 

Formrca sunguinea 3,4-Dihydro-8-hydroxy-3,7-dimethyliso- + - 
cumarin 9 
3,4-Dihydro-8-hydroxy-3-ethyl-7-methyliso- + - 
cumarin 10 

Formica rufa 3,4-Dihydro-8-hydroxy-3-methylisocumarin + + 

Formica fusca 3,4-Dihydro-8-hydroxy-3,5,7-trimethyl- + -  

gen durchzufiihren und sie rnit den Ergebnissen der Verhal- 
tenstests zu vergleichen (Tabelle 2). 

Man sieht, dal3 im EAG alle in den Rektalampullen gefun- 
denen Isocumarine bei den entsprechenden Tieren wirksam 
sind, auch bei Formica fusca und Formica sanguinea, bei 
denen die chemischen Signale allein kein Spurfolgeverhalten 
auslosten. Die in den verschiedenen Spezies gefundenen 8- 
Hydroxy-dihydroisocumarine sind im EAG interspezifisch 
aktiv, wobei die arteigenen Verbindungen die hochste biolo- 
gische Aktivitat haben. Im Biotest sind die artfremden Di- 
hydroisocumarine dagegen nicht in der Lage, Spurfolgever- 
halten auszulosen. 

Bei Lasius niger zeigen sowohl (R)-5 als auch (9-5 elektro- 
physiologische Aktivitat, wobei diejenige des (R)-Enantio- 
mers in Ubereinstimmung mit dem Biotest gro13er ist als die 
des (9-Enantiomers. 

Der Vergleich zwischen EAG-Antworten und Verhaltens- 
test zeigt, da13 im Bereich der biologisch relevanten Konzen- 
tration die auf der Antenne befindlichen Rezeptoren fur die 
chemischen Signale in der Lage sind, selbst stereospezifische 
Differenzierungen zu treffen. Diese Stereospezifitat im Pri- 
marprozel3 der Signalaufnahme wird dadurch verstarkt, daB 
bei der Signalverarbeitung im zentralen Nervensystem nur 
die vom arteigenen Pheromon stammenden Signalmuster 
(Information) ein bestimmtes Verhalten auslosen. Wir neh- 
men an, daB das Ausbleiben von Verhaltensantworten auf 
die im EAG aktiven Verbindungen 9 und 10 bei Formica 
fusca und Formica sanguinea auf zusatzlich erforderliche 
Verhaltensriten"], oder fehlende chemische Komponenten 
aus anderen Drusen zuriickzufiihren ist. 
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Synthese eines lipophilen 
Cyclodextrin-[2]-Rotaxans** 
Von Gerhard Wenz*, Eva van der Bey und Lothar Schmidt 

Die Cyclodextrine 1 sind seit langem dafiir bekannt, klei- 
nere Gastmolekiile in waBriger Losung einzuschlieBen[']. Es 
hat nicht an Versuchen gefehlt, ihre wohldefinierte Topolo- 
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