Biosynthese von Iridodialen in Wehrdriisen
von Blattkiiferlarven (Chrysomelinae)**

Von Michael Lorenz, Wilhelm Boland* und Konrad Dettner

Cyclopentanoide Naturstoffe mit Iridoidgrundgerist sind
bei Pflanzen und Insekten weit verbreitet!'). Im Pflanzen-
reich sind insbesondere die Iridoidglucoside von Interesse,
da sie zum Teil beachtliche pharmakologische Aktivititen
aufweisen und sie ferner iiber Secoiridoide Durchgangsstu-
fen zu sehr vielen Alkaloiden sind!?!. Daher wurde ihre Bio-
synthese in den letzten 30 Jahren intensiv studiert. Die
Schliisselschritte der Biosynthese sind die ww-Hydroxylierung
von Geraniol zu 8-Hydroxygeraniol und dessen Weiteroxi-
dation zu 8-Oxocitral, das direkt oder nach zusitzlichen
Transformationen zum Iridoidgrundgeriist cyclisiert werden
kann!? 3 (analog Schema 1). Weitere Oxidations- und Cycli-
sierungsschritte schiieBen sich an und fithren zu mehr als
1000 heute bekannten pflanzlichen Iridoiden®™-*!. Bei Insek-
ten dienen einige fliichtige Iridoide zur Kommunikation®’,
andere, z.B. 1-6, werden als Klebstoffe, Insektizide, Fixati-
ve oder Fumigantien in den Wehrsekreten produziert(®!.
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Larven des Meerrettichblattkifers Phaedon cochleariae,
des Sauerampferblattkifers Gastrophysa viridula und des auf
Weiden heimischen Blattkifers Plagiodera versicolora besit-
zen auf dem Meso- und Metathorax sowie den ersten sieben
Abdominalsegmenten neun Driisenpaare, die bei Gefahr
ausgestiilpt werden kénnen. An den Drisendffnungen er-
scheint ein Tropfen eines Wehrsekrets, das bei P. cochleariae
und G. viridula hauptsichlich aus Chrysomelidial 1 und
Epichrysomelidial 2 als niedermolekularen Komponenten
besteht!™ (vgl. Abb. 1). Aus den Drilsen von P. versicolora
wird das nach diesem Insekt benannte Plagiodial 3 sowie das
Plagiolacton 5 ausgeschieden!”. Im Gegensatz zur gut unter-
suchten Biosynthese pflanzlicher Iridoide gibt es aber bis-
lang noch keine Studie zur Biosynthese von Iridodialen in
Insekten. Lediglich ihre Einordnung in den Terpenstoff-
wechsel konnte durch den Einbau von ['*C]Mevalonolacton
in den Dialdehyd Anisomorphal 4 an der Stabheuschrecke
Anisomorpha buprestoides sichergestellt werden!®), Wir be-
richten hier, daB sich die Biosynthese der Iridodiale 1, 2 und
3 in den Larven der zuvor erwiihnten Blattkifer zwar im
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Abb. 1. Ausschnitt aus dem gaschromatographischen Profil fliichtiger Verbin-
dungen aus dem Wehrsekret von P. cochleariae 24 h nach Injektion von [2H.)-8
in die Hamolymphe. Trennbedingungen: RSL 300 (15mx0.32 mm) unter
Temperaturprogrammierung (50°C fiir 2 min, dann mit 10°C min~! auf
200°C); Finnigan Ion Trap, ITD 800 als Detektor (Scanbereich: 35—
250 Das™!). Identifizierte Verbindungen: 1 = Chrysomelidial, 2= Epi-
chrysomelidial, 3 = Plagiolacton und Epiplagiolacton, 6 = Actinidin, 10 =
1-Nor[?H]chrysomelidial, 12 = Alkylindole.

Prinzip an den pflanzlichen Stoffwechsel anlehnt, im Detail
jedoch eine ganz iiberraschende Vielfalt aufweist (siehe
Schema 1).

Die experimentelle Studie wurde so durchgefiihrt, dal3
wilrige Losungen (ca. 1 puL; 0.9 proz.) deuterierter Vorstu-
fen'” in die Hamolymphe 10-14 d alter Larven injiziert
wurden; ca. 4-36 h nach der Applikation der Vorstufen
kann durch Reizung der Tiere von den evertierten Driisenre-
servoiren Wehrsekret abgenommen werden, das [*H]-Irido-
diale enthilt, wie die massenspektrometrische Analyse
ergab.

Erste Spuren deuterierter Metaboliten werden bereits
nach 1h gefunden. Alternativ kann man den Larven die
Vorstufe auch iber den Fraf} zufiihren, indem man ihnen mit
Vorstufen imprignierte Blétter als Nahrung anbietet; mit
dieser Technik findet man jedoch erst nach 3 d deutlichen
Einbau. Allerdings belegt dieses Experiment, daB3 Blattka-
ferlarven auch pflanzliche Vorstufen wie Geraniol oder 8-
Hydroxygeraniol aufnehmen und fiir ihre Iridoidbiosynthe-
se nutzen kénnen. Um von den sehr geringen Mengen der
[*H]-Metaboliten aussagekriftige Massenspektren zu erhal-
ten, wurden 2-Nor-Vorstufen vom Typ 7 und 8 eingesetzt;
weitere Stoffwechselsonden waren an C1, C2 oder C8 mit
Deuterium markiert™®!, Die Nor-Verbindungen ermdglichen
cine vollstindige gaschromatographische Trennung von
Metaboliten und natiirlichen Iridoiden (Abb. 1). Den Expe-
rimenten liegt die Annahme zugrunde, daB die synthetischen
3-Nor-Vorstufen analog zu den natiirlichen Substraten um-
gesetzt werden. Die jeweils als Referenz erforderlichen 1-
Norf?H, Jchrysomelidiale wie [2H;]-10 kdnen durch biomi-
metische Reaktionen aus den acyclischen Dialdehyden 9
durch Sdure-1'°! oder Basenkatalyse!'!) erhalten werden.
Beide Varianten liefern das 1-Nor[?H,]chrysomelidial 10
ohne signifikanten Verlust von Deuterium an C4 der Vorstu-
fel'2! (> 95% Retention). Die mechanistischen Vorstellun-
gen zum Verlauf der sdurekatalysierten Cyclisierung
(50proz. HCOOH)"? vop 8-Oxocitral miissen aufgrund
dieses Befundes teilweise revidiert werden. Die basenindu-
zierte Cyclisierung von 9 (MeOH, 0.01 ~ NaOH, 10 min) ist
als Tandem-Michael-Addition von H,O oder MeOH mit an-
schlieBender Eliminierung der konjugaten Base zu verstehen.
Aus den Inkubationsexperimenten folgt, daf3 7 und 8 von
Larven aller drei Arten glatt zu den entsprechenden 1-Nori-
ridodialen 10 bzw. 11 umgesetzt werden. Ferner 146t sich bei
P. versicolora und G. viridula auch noch die Zwischenstufe
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des acyclischen Dialdehyds 9 im Wehrsekret sicher nachwei-
sen. Mithin kann die Biosynthese von Chrysomelidial 1 und
Plagiodial 3 in Larven der zuvor erwihnten Insekten hin-
sichtlich ihrer Grundprinzipien analog zur Biosynthese-
sequenz in Pflanzen formuliert werden (Schema 1), und man
kann deshalb auch erwarten, daBl beide Lebensformen mit
dhnlichen Enzymen ausgestattet sind.
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Schema 1. Metabolismus von deuterierten 2-Norgeraniolen 7 und 3-Nor-8-hy-
droxygeraniolen 8 in verschiedenen Blattkiferlarven. A, B und C bezeichnen die
Synthesewege von G. viridula, P. versicolora bzw. P. cochleariae.

Durch die beiden Deuteriumatome an C4 der Vorstufen 7
und 8 werden allerdings auch Unterschiede in den Biosyn-
thesewegen der drei Blattkéferlarven sichtbar. Analog zu
den biomimetischen Cyclisierungen iiberfithrten Larven von
G. viridula 8 via 9 ohne Verlust eines Deuteriumatoms von
C4 der Vorstufe in 1-Nor[2H,]chrysomelidial 10 (Schema 1,
A). Die Zahl der Deuteriumatome an C5 kann den Massen-
spektren von 10 zuverlissig anhand des Basispeaks entnom-
men werden (m/z 69 entspricht einem Fragment-lon mit
C5 — 2H,; m/z 67 entspricht C5 — 'H,)!> 131 Deuterium
an C2 von 8 geht erwartungsgemal verloren; Deuterium an
den Aldehydgruppen von 9 bleibt erhalten und schlieBt da-
mit zusétzliche Redoxreaktionen auf dem Wege zu 10 oder
11 aus. Das isomere Diol (6Z)-8 wird nicht metabolisiert.

Injiziert man Larven von P. versicolora das Diol 8, so 148t
die massenspektrometrische Analyse der Metaboliten ver-
muten, daB in den Wehrdriisen dieser Larve zwei verschiede-
ne Cyclasen aktiv sein kénnten (Schema 1, B). Das entste-
hende 1-Nor[?H,]chrysomelidial 10 hat nidmlich zwei
Deuteriumatome an C5, wihrend das fiir diese Larve typi-
sche Hauptprodukt hier als 1-Nor[?H,]plagiodial 11 eines
der beiden Wasserstoffisotope von C4 der Vorstufe 8 verlo-
ren hat. Auch ein 5 entsprechendes 3-Nor[*H ,Jplagiolacton
weist nur ein Deuteriumatom an C5 auf, wodurch es sich als
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Folgeprodukt von 1-Norplagiodial 11 einordnen 148t. Ob
die fehlende Methylgruppe der Nor-Vorstufe diese Produkt-
verteilung verursacht, bleibt zu priifen. Die beiden Deute-
riumatome an C5 von 1-Nor[*H]chrysomelidials 10 schlie-
Ben jedenfalls aus, daB 10 durch Isomerisierung von priméir
gebildetem 1-Nor[*H,]plagiodial 11 zum thermodynamisch
stabileren 10 entsteht.

Interessanterweise haben aber Larven des Meerrettich-
blattkifers P. cochleariae genau diesen Weg entwickelt
(Schema1, C; vgl. auch Abb.1). Nach Injektion von 8
wird in ihrem Wehrsekret ausschlieBlich 1-Nor[*H,]chryso-
melidial 10 gefunden, dem eines der beiden enantiotopen
Deuteriumatome von C4 der Vorstufe fehlt. Verwendet man
chirales (4R, 55)- oder (4S, 5R)-3-Nor[4,5-2H ]geraniol vom
Typ 7 (= 97 % ee an C4) als Vorstufe'®!, so wird enantiospe-
zifisch das C4-Hgy Wasserstoffatom entfernt. Da der Verlust
eines Wasserstoffatoms von C5 des Iridoidgeriists, unabhin-
gig vom Mechanismus der Cyclisierung, die Lage der Ring-
doppelbindung determiniert, muB} fiir P. cochleariae tatsdch-
lich Plagiodial 3 als Intermediat auf dem Wege zu
Chrysomelidial 1 angenommen werden. Formal entspricht
dieser Verlauf den bisherigen Vorstellungen zur sdurekataly-
sierten Cyclisierung! ®! von 8-Oxocitral zu 1. Man kann ver-
muten, daBl die direkte Bildung von 10 und 11 aus einer
gemeinsamen Zwischenstufe der Cyclisierung durch Verlust
eines Wasserstoffatoms von C2 bzw. C5 erfolgt. Unabhingig
von mechanistischen Aspekten bleibt aber festzuhalten, daBl
im Laufe der Evolution der Zugang zu 1 zumindest inner-
halb des Tribus Phaedonini (Unterfamilie Chrysomelinae)
iiber mehrere Wege realisiert wurde. Weitere biogenetische
Untersuchungen an iridoidproduzierenden Larven der
Phaedonini diirften es ermoglichen, Vertreter dieses Tribus
chemotaxonomisch zu charakterisieren.
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